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OZET

Astragalus chrysochlorus’da Selenyum Birikimine iliskin Molekiiler
Cahsmalar

Selenyum kanserden koruyucu etkilerinin yani sira insan saghginda 6nemli rolleri olan
bir elementtir. Selenyumlu bilesiklerin kanserden koruyucu etkilerinin degiskenlik
gosterdigi saptanmus olmakla birlikte, metilselenosisteinin (MeSeCys) en etkili
bilesiklerden biri oldugu bilinmektedir. Astragalus cinsi bitkilerin yiiksek oranda
MeSeCys olmak iizere, selenyumlu bilesikleri biriktirdikleri belirlenmistir. Bu nedenle
MeSeCys biriktirilmesi ¢aligmalari icin uygun bir model olusturmaktadirlar. MeSeCys
olusumundan sorumlu olan selenosistein metiltransferaz (SMT) enzimini sifreleyen gen
Astragalus chrysochlorus bitkisinden, veribankasinda bulunan diger SMT genleri ve
daha 6ncekigaligmamizdan elde edilen dizi bilgileri kullanilarak tasarlanan primerler ile
PZR ve RACE PZR yontemleriyle izole edilmistir. Bu genin, 1.242 b¢. uzunlugunda ve
340 amino asit, 40 kDa agirhiginda proteini sifreleyen agik okuma gercevesine sahip
oldugu belirlenmistir. AcCSMT’ nin aminoasit dizisinin 4. bisulcatus SMT proteinine %
97 oraninda benzedigi saptanmistr. Mitokondri ve kloroplast sinyali icermedigi
belirlenen AcSMT nin karboksil ucunda, diger metil transferazlar gibi ¢inko baglayan
GGCC motifi icerdigi ve bu bolgeye yakin konumlanmis korunmus sistein bakiyeleri
saptanmigtir. AcSMT geni, Escherichia coli’ye aktarillarak bu bakteride anlatim
saglanmis ve liriinii olan protein Western Blotlama yontemiyle belirlenmistir. Ayrica bu
bakterilerden elde edilen hiicre ekstrelerinde yapilan enzim aktivitesiyle AcSMT nin
varlig1 saptanmis, farkli selenat uygulamalar1 ile anlatimi arastirilan AcSMT geninin
bitkide stirekli anlatim yaptigr bulunmustur. AcSMT geninin bakteride klonlanarak
tirlinlin anlatimnin basarilmasi, bu enzimin rekombinant DNA teknolojisi ile {iretimine

temel olusturacaktir.
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SUMMARY

Molecular Studies on Selenium Accumulation in Astragalus
chrysochlorus

Selenium (Se) plays an indispensable role in human nutrition and has been implicated to
have important health benefits, including being a cancer preventative agent. While
different forms of Se vary in their anticarcinogenic efficacy, methylselenocysteine
(MeSeCys) has been demonstrated to be one of the most effective chemopreventative
compounds. Astragalus sp. is known for its ability to accumulate high levels of Se with
the majority of the selenoamino acids in the form of methylselenocysteine. Therefore,
they serve as a good model to study the regulation of MeSeCys accumulation in plants.
A cDNA encoding selenocysteine methyltransferase (SMT), the key enzyme
responsible for MeSeCys formation, was cloned from Astragalus chrysochlorus using
specific primers designed from a fragment that we obtained in our previous work and
other SMT genes in databases. AcSMT isolated by PCR and RACE-PCR reactions.
This gene is a 1.242 bp cDNA with an open reading frame predicted to encode a 340
amino acid, 40 kD protein. The predicted amino acid sequences of AcCSMT shows 97%
identity with A. bisulcatus selenocysteine methyltransferase (AbSMT). Analyses of
AcSMT showed that it lacks obvious chloroplast or mitochondrial targeting sequences
and contains a consensus sequence of GGCC for a possible zinc-binding motif near the
C-terminal and a conserved Cys residue upstream of the zinc-binding motif as other
related methyltransferases. This ¢cDNA, designated as AcSMT, was functionally
expressed in Escherichia coli, and its identity was confirmed by sequence analysis,
western blotting and enzyme activity. Expression of AcSMT correlated with the
presence of SMT enzyme activity in cell extracts. Examination of AcSMT gene
expression in response to selenate treatments showed that the AcSMT transcript was
constitutively expressed in plants. We have achieved to clone and express AcSMT in
bacteria. This results provide an avenue for producing AcSMT by using recombinant

DNA technologies.
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1. GIRIS

Selenyum, biyolojik sistemler i¢in yiiksek konsantrasyonlarda toksik bir element
olabildigi gibi pek cok hiicresel islev i¢in de gereklidir. Giliniimiizde, selenyumun
gelisim, bagisiklik, antioksidasyon, kanser gibi pek ¢ok biyolojik stiregte etkili oldugu
belirlenmistir. Selenyumun toksik etkisi canlilarda depolanmasini zorlastirir. Ancak
Astragalus sp. tirii bazi bitkiler yiiksek miktarda selenyum biriktirebilmektedirler.
Selenyum, bu bitkilerde metilselenosistein (MeSeCys) seklinde depolanir.
Metilselenosistein, toksik olmayan bir selenyum bilesigidir. Selenyumun MeSeCys
seklinde biriktirilmesi, bu elementin hem toksik etkisinin giderilmesini hem de
depolanabilmesini saglar. MeSeCys olusumda rol oynayan anahtar enzim, Selenosistein
metiltransferazdir (SMT). MeSeClys, selenosistein ve S-metilmetioninden SMT araciligi

ile sentezlenir (Pilon-Smits ve Quinn, 2010).

Leguminosae ailesinin liyesi olan, diinyada yaklasik 2500 tiirii bulunan Astragalus
(geven) cinsi bitkiler Ozellikle Avrupa, Asya ve Kuzey Amerika’da yayilim
gostermektedir (Akan ve Civelek 2001). Astragalus tirleri, Cin’de halk arasinda
ylizyillardir yorgunluk, halsizlik, istahsizlik, ates, terleme, diyare, astim, soguk algmligi,
uterus, ovaryum ve kolon kanserine karsi tedavi amag¢h kullanilmaktadr. A.
membranaceous, A. mongholicus tibbiolarak en yaygimn kullanilan tiirlerdir. Ayrica kitre
zamk1 olarak da isimlendirilen Astragalus’un yapiskan 6zellige sahip 6z suyu tedavi
amacli, yapstricr-sikilastirict ve katilagtirict (dis hekimliginde protez yapimi, besin
endistrisinde dondurma yapmm, iplik, deri ve kumaslarin islenmesi i¢in tekstilde)
olarak kullanilmaktadir. Bunlarin diginda Astragalus’lar hayvanlar tarafindan yem
olarak tiiketilmektedir (Calis ve dig. 1996).

Bu tez kapsaminda daha 6nceki 6n calismalarla selenyuma tolerans gosterdigi belirlenen
ve selenyum birikiminden sorumlu olan SMT genine ait korunmus 595 baz ciftlik
parcayr tasidigi saptanan A. chrysochlorus bitkisinde SMT geninin proteini

sifrelemeden sorumlu olan DNA dizisinin tamaminin izolasyonu ve molekiiler



analizinin yapilmasi hedeflendi. Bu amacgla oncelikle A. chrysochlorus tohumlar1 Se
varhiginda doku kiiltiirii kosullarinda ¢imlendirildi ve ¢imlenen fideciklerden total RNA
izolasyonu yapildi. RNAlarin safligr ve konsantrasyonu spektrofotometrik olarak
belirlendi. Kalitatif analiz ise % 1’lik agaroz/formaldehit jelde yapildi. Bu RNAlar
kullanilarak yapilan revers transkripsiyon reaksiyonuyla cDNAlar elde edildi. Se igeren
ortamda yetistirilmis A. chrysochlorus’dan elde edilen cDNAlar, RACE (Rapid
Amplified cDNA Ends) PZR yontemi (Frohman ve dig. 1988) icin kullanildi. Boylece
SMT genine ait cDNA, korunmus bolgelere 6zel primerler yardimiyla ¢ogaltildi. PZR
ile, yapilan 6n ¢aligmalardan elde edilen ve selenyum birikiminden sorumlu olan SMT
genine ait korunmus bolgelere gore tasarlanan primerlerle genin 5', 3' bolgeleri ve
tamami ¢ogaltildi. Elde edilen bolgelerin dizi analizleri yapildi Diziler diger dizi
verileriyle karsilastirma yapmaya olanak veren BLASTX programi araciligi ile
tanimland1 Karsilastirilan dizilerin daha 6nce diger organizmalardan elde edilen SMT
genine ait dizilerle benzerligi saptandi Daha sonra SMT genine ait dizi bakteriyel
pET100D/TOPO ekspresyon vektoriine klonlandi ve genin anlatimi SDS-PAGE,

ardindan yapilan western blotlama ve enzim analiziyle belirlendi.

Bu tez calismasiyla, Astragalus chrysochlorus’da selenyum birikimine iligkin SMT
(Selenosistein metiltransferaz) geninin izolasyonu ve molekiiler karakterizasyonunun
gerceklestirilmesinin,  biyoteknolojik a¢idan  antkanser bir madde olan
metilselenosistein  (MeSeCys) lretimine, selenyum ile kirlenmis topraklarm
fitoremediasyon ile temizlenmesine ve SMT geninin tirler arast homoloji

karsilastirmalari ile de temel bilime katk1 saglayacag diisiiniilmektedir.



2. GENEL KISIMLAR

2.1. SELENYUM

Selenyum (Se), atom numaras1 34 atom agirhig1 78,96 g olan ve Se simgesiyle ifade
edilen 6A grubu bir elementtir. Isvecli arastric1 Jacob Berzelius tarafindan 1817°de
kesfedilen Se’un, atom g¢ekirdegi kiikiirtten (S™) biyik olmasma karsm, bu iki
elementin kimyasal Ozellikleri benzerlik gosterir. Eser miktarda selenyum’un
organizmalarin metabolizmasinda 6nemli rol oynadig1 ve hayvan hiicrelerinin birgcok
fonksiyonu i¢in gerekli baz1 enzimlerin yapisina katildigi, ancak yiksek miktarlarda
alindigmda toksik etki yaptig1 bilinmektedir (Ellis ve Salt, 2003). Selenyum, kiikiirt ile
olan benzerliginden dolay1 proteinlerin yapisina katilmakta olup, hayati 6neme sahip
islevsel ve yapisal proteinlerin 3 boyutlu yapilarinda farkliliklara neden olabilmektedir.
Bu benzerlik canlilarda Se’un neden oldugu toksik etkiyi agiklamaktadir (Terry ve dig.
2000).

Selenyumun 6nemi ilk olarak 1957°de Schwarz and Foltz tarafindan ortaya konmustur.
Eser miktarda selenyumun metabolizma i¢in gerekli oldugunu belirtmislerdir. 1973
yilinda, selenyumun glutatyon peroksidaz gibi 6nemli antioksidan enzimlerin yapisina
katidigr kanitlanmistir (Rotruck ve dig., 1973). Selenyum, yaslanma ve kanser
arastirmalarinda, antioksidasyon mekanizmalarindaki etkinligi sebebiyle 6zellikle son
20 yilda arastrmacilarm biiyiik ilgisini ¢ekmistir. Asya ve Cin’de, 1979’da, selenyum
eksikliginde goriilen bir hastalik olan, Keshan hastaliginda, besinle alman selenyumun
insan sagliginda rolii oldugu saptanmustir. Bdylece selenyumun insan beslenmesi igin
Oonemi ortaya konmustur. Metil selenik asit, metilselenosistein ve selenometionin gibi
baz1 diisik molekiiler agirliktaki selenyumlu bilesiklerin hayvan ve in vitro model
caliymalarinda antitiimérogenik ajanlar olarak etkili olduklar1 gosterilmistir (Medina ve

dig. 2001; Mckenzie ve dig. 2009).



2.2. SELENYUM VE SAGLIK

Selenyum besin zincirine selenyumu topraktan alan bitkiler araciligr ile katilir. Asidik,
volkanik topraklar ve bunlarm demir veya aliiminyum ile karigimi Avrupa’nm birgok
bolgesinde selenyumun bitkiler tarafindan almimmni azaltmaktadir. Bu durum
1950’lerden bu yana hayvan gelisimi iizerinde olumsuz etkiler yaratarak ciddi ekonomik
kayiplara yol agmaktadir (Pilon-Smits ve Quinn, 2010). insanlarin besinlerden aldig1 Se
miktar1 cografik bolgelere gore degismektedir. Selenyum eksikligine bagh olarak
goriilen hastaliklarin en 6nemlileri Keshan hastaligi, endemik kardiyomiyopati, Kashin-
Beck hastalig1 ve eklem iltihabidir. Bu hastaliklardan Keshan, Cin’in selenyumca fakir
bolgesi olan Keshan’da goriilmesi nedeniyle bu ismi almistr. Selenyumun onemli
islevlere sahip selenoproteinlerin yapisinda yer almasi nedeniyle bu elementin eksikligi
insan ve hayvan saghgi agisindan hayati sonuglar dogurmaktadir (Pilon-Smits ve Quinn,

2010).

Selenoproteinler, selenyum igeren selenosisteinin translasyon sirasinda genetik sifrenin
yeniden okunmasi mekanizmasi ile proteinlerin yapismna katilarak olusur. Standart
genetik sifre hiicrelerin sadece 20 aminoasidi kullanarak proteinleri iiretmesine izin
verir. Fakat bakteriler, arkeler ve Okaryotlar translasyon diizeyinde yeniden okuma
yoluyla uzayan polipeptit zincirine dogrudan girebilen selenosisteini igerirler.
Selenosistein (SeCys), kiikiirt atomunun yerini alan bir Se atomu sayesinde sisteine
benzer bir yapiya sahiptir. Normalde translasyon durdurucu sinyal i¢in kullanilan UGA
kodonu ile baz eslesmesi yapan 6zel bir tRNA molekiiliine bagl serinden {iretilir (Sekil
2.1). Ozellesmis bir tRN A molekiilii, normal seril-tRN A sentetaz tarafindan serin (Ser)
ile yikklenir ve serin daha sonra enzimatik olarak selenosisteine doniigiir. mRNA
molekiiliinde sap ve ilmek yapisi olusturan 6zel diziler selenosisteinin polipeptit
zincirine katilacagt UGA kodonunu isaret eder. Bu olay bakterilerde SelB ad1 verilen
selenosisteine 0zgli bir translasyon faktoriiniin katilimmi gerektirir. Memelilerde ise bu
gorevi eEFsec ad1 verilen bir protein kompleksi iistlenir (Hattfield ve dig. 2006, Squires
ve Berry, 2008).
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Sekil 2.1. Selenosistein biyosentez yolu

Insan selenoproteomu 17 selenoprotein ailesi icerir ve bunlarin bazilar1 ¢oklu gen
aileleridir (Kryukov ve dig. 2003, Reeves ve Hoffmann, 2009). Bunlar glutatyon
peroksidaz (GPx, 5 gen), tiyoredoksin rediiktaz (TrxR, 3 gen) selenofosfat sentataz 2
(SPS2) ve iodotironin deiodinaz (DIO, 3 gen) dir. Geri kalan selenoproteinler 15k-Da
bliytikliiglindeki Sep15 1 ve alfabetik srayla adlandirilan SelH, Sell, SelK, SelM, SeIN,
SelO, SelP, SepP, SelR, SelS, SelT, SelV ve SelW yi igermektedir. Bu proteinlerden
sadece birka¢ tanesi fonksiyonel olarak tammlannmustr. Insan selenoproteomuna ait

proteinler Tablo 2.1°de verilmistir.



Tablo 2.1 Insan Selenoproteomundaki Selenoproteinler

Selenoprotein | Gorevi

15kDa Endoplazmik retikulum i¢inde protein katlanmasmin kontrolu
D11 Tiroid hormon olgunlagmas1

D12 Tiroid hormon olgunlagmas1

D13 Tiroid hormon olgunlagmasi
GPxl Serbest radikal indirgenmesi
GPx2 Serbest radikal indirgenmesi
GPx3 Serbest radikal indirgenmesi
GPx4 Okside fosfolipid indirgenmesi
GPx6 Serbest radikal indirgenmesi

H Bilinmiyor

I Bilinmiyor

K Bilinmiyor

M Bilinmiyor

N Bilinmiyor

O Bilinmiyor

P Nitrit rediiktaz

S Bilinmiyor

SPS2 Selenofosfat sentaz

T Bilinmiyor

TR1 Sitoplazmik tioredoksin rediktaz
TR2 Mitokondriyal tioredoksin rediiktaz
v Bilinmiyor

W Bilinmiyor

MsrA Metionin S-siilfoksit rediiktaz

R (MsrB)

Metionin R-siilfoksit rediiktaz




Enzim aktivitesine sahip selenoproteinlerde selenosistein, enzimlerin aktif bolgelerinde
yer alir. Selenyum redoks merkezi olarak bir takim fonksiyonlara sahiptir. Ornegin,
tiyoredoksin rediiktaz selenoenzimi DNA sentezinde niikleotidleri indirgeyerek hiicre
i¢i redoks durumunun kontroliine yardimci olur. Ayrica selenyum bagiml iyodotironin
deiyonidaz ayni sekilde inaktif dnciil bilesenlerden aktif tiroid hormonu iiretir. Redoks
fonksiyonunun en 1iyi bilinen Ornegi, hidrojen peroksit, lipid ve fosfolipid
hidroperoksitlerinin selenyum bagimli glutatyon peroksidaz ailesi tarafindan zararsiz
tiriinlere (su ve alkol) doniistiiriilmesidir. Bu fonksiyon membran biitlinkigiiniin
korunmasma yardimci olur, prostasiklin iiretimini korur ve oksidatif hasarm
ateroskleroz ve kanser gibi artan risk kosullar1 ile iliskili DNA, lipid ve lipoprotein gibi
biyomolekiillere yayilma olasiligini azaltir. Selenyum bunun yaninda 6zellikle fertilite,
immun yanit ve kanserden korunma ile ilgili saglik etkilerine sahiptir (Sunde, 1997,

Pilon-Smits ve Quinn, 2010).

Fazladan selenyum takviyesi yapilmasi aktif T hiicrelerinin artisma, bagisiklhk
sisteminin stimiilasyonuna yol a¢gmustir. Giinde 200 pg selenyum (sodyum selenit
olarak) takviyesi yapilan goniilli bireylerin lenfositlerinde, antijen stimulasyonuna
cevapta, sitotoksik lenfosit gelisiminde ve kanser hiicrelerinin zarara ugratilmasinda
artis oldugunu gostermistir. Ayrica dogal Oldiiriicti hiicrelerin (“natural-killer-cell”)
aktivisinde de artis saptanmistr. Selenyum ilavesi ile tiimor sitotoksisitesinde % 118
oraninda, dogal 6ldiiriicii hiicrelerin aktivitesinde % 82 oraninda artis belirlenmistir. Bu
mekanizmanimn selenyumun aktif lenfosit ve dogal dldiirticii hiicrelerin ylizeyindeki
biiyiime diizenleyici sitokin interlokin-2 reseptorlerinin anlatimimi artirma, boylelikle bu
hiicrelerin interlokin-2 ile etkilesimini kolaylastirma yetenegi ile iliskili oldugu

bilinmektedir (K iremidjian-Schumacher ve dig. 1994).

Ayrica selenyum immiin sistem hiicrelerinin fonksiyonlarmi yerine getirebilmeleri i¢in
bir gereksinimdir. Aktif T hiicreleri, hiicresel fonksiyonlar1 ve immun yanitin kontrolii
icin Oneme sahip selenoproteinlerin gerekli pargasi olan selenosistein sentezini saglayan
selenofosfat sentaz aktivitesini yliksek oranda gdstermektedir. T hiicreleri ile iliskili
birka¢ genin (interlokin-2-reseptor, a-altiinite, CD4) fonksiyonel selenoproteinleri

kodlayabilecegi ortaya konmustur. Bu durum selenyumun immun sistemdeki roliiniin



tahmin edilenden daha cesitli olabilecegine isaret etmektedir (Taylor ve Nadimpalli,

1999).

Selenyum eksikligi bazi viral enfeksiyonlarda hastaligin ortaya ¢ikisi, virulansi ve
ilerleme siireci ile baglantilidir (Taylor ve dig.1997). Beck ve arkadaslar1 (1998) konaga
zarar vermeyen virlislerin, selenyum eksikligi tasiyan bireylerde virulant olabilecegini,
bu durumun Keshan hastaliginin gelisimi ile iligkili oldugunu géstermistir. Selenyum
eksikligi olan fareler “coxsackie virus” un iyi huylu susu (CVB3/0) ile inokule
edildiginde genomda mutasyonlar meydana gelmis ve miyokardite yol agan
kardiyovirulant virlis formu ortaya ¢ikmustir (Beck ve dig. 1995). Ayrica bu farelerdeki
viriis yeterli miktarda selenyum eksikligi yasamayan farelere aktarildiginda kalp
hasarinin devam ettigi goriilmiis ve geri doniiglimsiiz bir mutasyon olustugu sonucuna
varilmistir. “Coxsackie virus” incelendiginde konakta miyokardite yol agan virulans
gelisimi ile beraber alti nokta mutasyonu tanimlanmistir. Glutatyon peroksidaz
sentezleyemeyen farelerde yapilan benzer bir c¢alisma bu enzimin miyokardit
mutasyonlar ile sonuglanan viral RNA genomundaki oksidatif hasarin dnlenmesi i¢in
gerekli oldugunu ortaya koymustur (Beck ve dig. 1998). Keshan hastaligmi tasiyan
insanlarin  dokularindan ve kanlarindan izole edilen ‘“Coxsackie virus” un
kardiyomiyopatinin gelisiminde kofaktor gibi is gdrdiigi diistiniilmektedir. Selenyumun
HIV tasiyan hastalar i¢in de gerekli bir element oldugu bilinmektedir. Selenyum in vitro
HIV replikasyonunun potansiyel inhibitértidiir. HIV gelisimi sirasinda bagisiklik sistemi
hiicreleri olan CD4 T’lerin sayisinda azalma goriiliir (Beck ve dig. 1998). Plazmada
selenyum miktarindaki azalma HIV enfeksiyonunda CD4 T hiicrelerinin kaybi1 ile
paralellik gostermektedir. Selenyumdaki bu azalma hastahgin erken evrelerinde
gerceklesir. Plazmadaki selenyum HIV enfeksiyonunu belirlemede giiglii bir aragtir.
Baum ve dig. (1997) selenyum eksikligi tasiyan HIV hastalarmin normal miktarda
selenyum tasiyanlara oranla oliime 20 kat daha egilimli olduklarmi gostermistir.
Selenyum eksikligi bu arastricilar tarafindan 85 pg/l veya altinda bir plazma
konsantrasyonu olarak belirlenmistir. HIV ile enfekte olmus cocuklarda, diisiik
seviyelerde plazma selenyumunun 6liim riskini ve hastalifin ilerleme siirecini arttirdigi

da belirlenmistir (Baum ve dig., 1997).



Selenyumun ayrica karaciger kanserinin gelismesine kars1 hepatit viriisii (B veya C) ile
enfekte bireylerde koruyucu oldugu gosterilmistir (Yu ve dig. 1997, Yu ve dig. 1999).
Viriisler konagin sahip oldugu selenyumu viral selenoproteinlere doniistiiriir, boylece
konagin etkili immiin yanit olusturmasini engeller. Taylor ve dig. (1997) yeterli
selenyum varliginda hiicresel immiinitenin yiiksek olacagii ve konak hiicrenin apoptoz

ile kaybinin azalacagini belirtmistir.

Selenyumun fertilite {izerinde olumlu etkileri vardr. Selenyumun hayvanlarda saglikl
tireme i¢cin gerekli oldugu uzun zamandan beri bilinmektedir (Underwood, 1977).
Idiyopatik diisiikk probleminin selenyum eksikligi ile iliskili oldugu koyunlar iizerindeki
veteriner ¢aligmalari ile gdsterilmis ve selenyum ilavesinin diisiikleri engelledigi ortaya
konmustur (Stuart ve Oehme, 1982). Bu durumun insanlarda goriilen diisikler ile ilgili
olup olmadigini arastran Barrington ve arkadaslar1 (1996) ilk ii¢ aylik donemde veya
tekrarlanan diigiiklerde kadmlarin serumlarinda ¢ok diisiik miktarda selenyum
barmdirdiklarini bulmuslardir. Bu arastirmacilar erken evrelerde goriilen disiikleri,
selenyum bagimli glutatyon peroksidaz miktarinin az olmasi1 sebebiyle DNA ve
biyolojik membranlarda antioksidan korumasinin azalmasi ile iliskilendirmislerdir.
Testosteron biyosentezi ve normal spermatozoa gelisimi i¢in gerekli oldugundan
selenyum erkek verimliligi i¢cin de Onemlidir (Behne ve dig., 1996). Seminal
plazmadaki selenyum konsantrasyonunun Norvegli bir grup erkek iizerinde yapilan
caliymalarda spermatozoa konsantrasyonu ile iligkili oldugu bulunmustur (Oldereid ve
dig. 1998). Hayvanlarin selenyum eksikligi olan besinlerle beslenmelerinin, spermlerde
hareket zayiflig1 ve kuyruk kismmin kopmasz ile iliskili olan béylece dollenme sansini
diistiren spermin orta kisminda yapisal anormalliklere yol agtig1 Ursini ve arkadaslari
(1999) tarafindan gosterilmistir. Bu arastwricilar glutatyon peroksidazin bir formunun

(GPx4), olgun spermatozoalar1 oksidatif strese karsi korudugunu saptamislardr.

Selenyumun beyin fonksiyonlar1 i¢in 6nemli olduguna dair bircok bulgu vardir.
Selenyum ile beslenmenin ¢ocuklarda siddetli epilepsi krizlerini azalttig1 gorilmiis,
yaslt bireylerde ise plazmada bulunan diigiik selenyum konsantrasyonunun bunama ve
kavrama kayb1 ile iliskili oldugu belirlenmistir. Alzheimer hastalarmin beyin selenyum
konsantrasyonlarinda % 60 oraninda azalma oldugu saptanmistr (Weber ve dig. 1991,

Ramaekers ve dig. 1994).



10

Ruhsal durum iizerinde selenyum varliginin yararli etkileri gosterilmistir. Disik
selenyum varligmmin depresyon, bunalim, biling bulanikhg: ve agresiflik ile iliskili
oldugu kantlanmistr (Berr ve dig. 2000). Yapilan caligmalardan birinde selenyum
eksikliginin depresif ve sinirli davraniglara yol agtig1 belirlenmistir (Finley ve Penland,
1998). Bireylerin 15 hafta boyunca diisik miktarda selenyumla beslendigi calismada
biling bulaniklig1 ve depresiflik derecelerinde dnemli artislara rastlanmstir (giinliik
alman diisikk selenyum miktar1 32.6 pg, Ingiltere’de ise 29-39 pg arasmdadir) (Hawkes
ve Hornbostel, 1996). Bu bulgularin aksine yiksek selenyum alimmin ruhsal durumu
tyilestigi baska bir caliymada ise 226.5 pg/giin selenyumla beslenen bireylerde biling
bulanikhigi ve depresiflik derecelerinde 6nemli disiislere rastlanmistr (Finley ve

Penland 1998).

Selenyum kalp damar hastaliklarina karsi1 koruyucudur. Bu koruyuculugun glutatyon
peroksidazin  lipitlerin oksidatif modifikasyonu ile miicadele ve trombosit
agregasyonunu azaltma yeteneginden kaynaklandigi belirlenmistir (Neve, 1996).
Glutatyon peroksidazmn bir formu olan GPx4, fosfolipidlerin ve lipoproteinler ile iliskili
kolesterol esterlerinin hidroperoksitlerini azaltarak, damar duvarlarindaki oksitlenmis
lipoproteinlerin birikimini diisiiriir (Reeves ve Hoffmann, 2009). Selenyum eksikliginde
hidroperoksitlerin artis1, damar genisletici prostasiklinin endotelyum tarafindan
tiretiminden sorumlu prostasiklin sentetaz enzimini inhibe eder, ancak damar biiziilmesi
ve trombosit birkimi ile iligkili tromboksan iiretimini stimiile eder (Nichol ve dig
1998). Kalp-damar hastaliklar1 ve Olim iliskisinin farkli serum selenyum
konsantrasyonlar1 ile test edildigi ¢aligmalarda selenyum miktarmm 6nemli oldugu

bulunmustur (Salonen ve dig. 1988, Virtamo ve dig.1985, Suvadicani ve dig.1992).

Selenyumun pankreatit lizerinde koruyucu etkisinin olduguna dair bulgular vardir.
“Manchester Royal Infirmary” merkezinde yapilan arastirmada diger antioksidanlar ile
birlikte 600 pg selenyum aliminin kronik ve niikseden pakreatit hastalarinda agriy1 ve
kriz skhgm azalttig1 belirlenmistir. Bu uygulama pankreatit hastalar1 i¢in cerrahi
miidahale gerekliligini ortadan kaldirdig1 i¢in devrimsel bir nitelik tagimaktadir
(McCloy, 1998). Selenyumun ayrica akut pankreatit i¢in yararlar1 sz konusudur.
Hastalara damar i¢i yolla selenyum uygulamasi ile pankreatit ve buna bagh 6lim

oraninda % 89 oraninda azalma belirlenmistir (Kuklinsky ve Schweder, 1996).
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Yetigkinlerde giinliik selenyum alimi ile astim arasindaki iligki Londra’da genis bir
populasyonu kapsayan vaka kontrol ¢alismasi ile ortaya konmustur (Shaheen ve dig.
1999). Nefes darlig1r problemi olan Yeni Zelandali ¢ocuklar iizerinde gerceklestirilen
caliyma sonucunda yetersiz miktarda selenyum alimi oldugunda astimin daha yaygmn

gortildiigl saptanmustir (Shaw ve dig. 1994).

1970’den beri yapilan epidemiyolojik calismalar selenyum alimi ve kanser nedeniyle
Olim arasmda iliski olduguna dair kanitlar sunmaktadwr. Schrauser ve arkadagkari
(1977) yaptiklar1 calismada 27 iilkede selenyumla kanser arasinda baglanti oldugunu
bulmustur. Farkl konsantrasyonlarda selenyum alimmin kanser tiirleri agisindan olumlu
ve olumsuz etkileri saptanmugtr. 1980lerde ve 1990larm baslarinda 8000-34000 bireyi
kapsayan ¢alismalarda diisiik selenyum aliminin prostat ve akciger kanseri vakalari ve
Oliim oraninda artisa yol acgtig1 belirlenmistir (Combs ve Gray, 1998, Kok ve dig. 1987,
Knekt ve dig. 1998, Yoshizawa ve dig. 1998). Hepatocellular karsinomada (HCC) ise
7342 Taiwan’li erkek tiizerinde yapilan caligmada kronik Hepatit B ve C virusu
enfeksiyonununda, plazmadaki yiliksek selenyum konsantrasyonlarmm HCC’ nin

gelisimi i¢in risk faktdrii olusturdugu belirlenmistir (Yu ve dig. 1999).

Selenyumun insan ve hayvan saghgi iizerindeki koruyucu etkileri antioksidan
enzimlerin yapisma katilarak biyomolekiillerin zarar gérmesini engelleyebilme
ozelliginden kaynaklanr. Selenyum glutatyon peroksidaz araciligi ile gerceklestirdigi
antioksidan rolii ile hidrojen peroksit, lipit ve fosfolipit hidroperoksitlerini azaltir ve
boylece serbest radikal ve reaktif oksijen tiirlerinin miktarlarin1 diistiriir (Ellis ve Salt,
2003). Ayrica hidrojen peroksitlerin uzaklastirilmasi ve siiperoksit iiretiminin
azaltilmasi ile solunuma bagh sorunlar1 diizenler. Artan oksidatif stres ve iltihap ile
ilgili bir durumlarin (romatoid artrit, pankreatit ve astim) selenyum miktar1 ile
degisebilecegi Finlandiyali kadin ve erkekten olusan hasta grubuna yonelik bir
caliymada ortaya konmustur. Romatoid artrit vakasmm gorildiigii hasta grubu ile
yapilan denemede 200 pg selenyumun maya formunda ii¢ ay boyunca alimmin eklem

agrilarini 6nemli dlgiide azalttig1 gozlenmistir (Knekt ve dig. 2000).

Son yillarda bitkilerdeki Se bilesenlerinin antikarsinojenik aktivitelerini tanimlamaya

yonelik c¢aligmalar gerceklestirilmektedir. Arastirmacilarin {izerinde yogunlastigi
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bitkiler sarmmsak, sogan ve brokolidir. Finley ve arkadaslari (2001) Sprague-Dawley
scanlarmin 3 pg Se/g igeren besinler (6rnegin yiiksek Se iceren brokoli) ile
beslendiklerinde, 0.1 pg Se (selenit olarak) alan farelere gore ¢ok diisiik oranda meme
timorlerine rastlandigini belirtmislerdir (Finley ve dig, 2001). Bir diger ¢aliymada
Fisher F344 farelerini 2 pg Se/g selenyumu brokoli ¢icegi veya brokoli filizleri ile
beslediginde, 0.1 veya 2 ng Se/g (selenit) diisiik selenyum icerikli brokoli ile beslenen
farelere gore daha az anormal kolon kriptlerine (kiigiik kor kese) rastlanmistir (Finley ve
dig., 2001). Bu veriler yiiksek selenyum icerikli brokolinin memeli kanserlerine yonelik
koruyucu etkisi oldugunu ve brokolinin kolon kanserine karsit koruyucu formunun
filizlerden Se almimu ile arttigini gostermektedir. Ayrica 2003’de Roberge ve
arkadaglar1t HPLC-ICP-MS kullanarak brokolideki primer selenyum bileseninin
metilselenosistein oldugunu bulmuslardir. Ip ve arkadaglar1 (2000) yaptiklar1 ¢aligmada
sarimsak ve mayadaki Se miktarmim ¢ogunlugunun sirasiyla % 73 ve % 85 oranlarinda

v-glutamil- metilselenosistein ve selenometionin formunda oldugunu gostermistir.

Selenyumlu bilesiklerin (Sekil 2.2) antikarsinojenik aktiviteleribu bilesiklere olan ilgiyi
artirmistir.  Ayrica kansere karsi aktif olan Se bileseninin selenometiyonin oldugu
varsaymmi degismistir. Metilselenosistein’in selenometiyoninden daha faydali oldugu
yapilan calismalarda ortaya konulmustur. Sadece 1-3 mgkg metilselenosistein’in
selenometiyonin veya selenite gore daha etkin bir kemopreventif etmen oldugu rapor
edilmistir (Ip ve Ganther, 1990, 1992a). Yapilan bir calismada metilselenosistein’in
selenometiyonin’e gore iki kat daha etkin oldugu kanitlanmistir. Metilselenosistein’in
kemiricilerde meme kanserinde tiimor olusumunu % 50 gerilettidi, buna karsmn
selenometiyonin’in ayni tiimor olusumunu % 20 gerilettigi bulunmustur (Ip ve Ganther,
1992b). Metil selenol selenyumun kansere karsi koruyucu olmasmin sebebidir ve ¢ok
yiksek oranda reaktiftir. Bu sebeple bu maddenin in vitro test edilmesi miimkiin
degildir. Ancak dolayli olarak Onciillerini kullanarak hiicre i¢cinde dontistimiini
saglamak miimkiindiir. Metilselenosistein, karaciger’de bobrekte ve bagirsakta var olan
B-liyaz enzimi ile metil selenole doniistiiriilir. Selenometiyonin ise ¢gok basamakli siilfiir
metabolik yolunda metabolize edilir. Selenometiyonin, metil selenol olusturmada
metilselenosistein kadar basarili degildir. Insan populasyonunda genetik polimorfizm
sebebiyle enzimatik aktiviteler arasinda farkliliklar goriilebilir. Bundan dolay1

selenometiyonine verilen yanit daha ge¢ ve zor olabilir. Ayrica selenometiyoninin
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proteinlere katilmasi s6z konusudur oysa metilselenosistein proteinlere katilmaz. Bu
nedenle metilselenosisteinin metabolize edilmesi daha kolaydir. Sicanlarda yapilan bir
calismada metilselenosisteinin kanser hiicrelerinde apoptozu 3 kat artirdig1 saptanmustir.
Ayni ¢aligmada hiicre proliferasyonu yavaglamis ve apoptoz baskilayict proteinlerin

miktarinda diistisler belirlenmistir (Ip ve dig., 2002; Bhattacharya, 2011).
O
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Sekil 2.2. Selenyumlu bilesiklerin yapilar1 A) selenit, B) selenat,
C) metilselenol, D) metilselenik asit, E) trimetilselenonium iyonu, F) selenometiyonin,
G) selenosistein, H) metilselenosistein, 1) selenobetain ve J) selenosiyanat



14

2.3. BITKIiLER VE SELEN YUM

Bitkiler, dokularinda selenyumu biriktirebilmeleri agisindan farklilik gosterirler.
Selenyum biriktiricileri olarak bilinen bitkilerin kok, gévde, yaprak ve tohumlarinda
selenyum biriktirdikleri saptanmistir. En 6nemli Selenyum biriktirici bitkiler Astragalus,
Stanleya, Morinda, Neptunia, Oonopsis ve Xylorhita bitkilerine ait tiirlerdir (Terry ve
dig. 2000). Diger yandan bircok yenebilen bitki selenyum biriktiremez Selenyumlu
topraklarda yetisen bitki tiirlerinin selenyum biriktirme kapasitelerinin farkli oldugu
bilinmektedir. Ornegin kuru agirhk olarak Astragalus bisulcatus’un 5530 mg Se/kg,
Stanleya pinnata’an 1190 mg Se/kg, Atriplex nuttallii’nin 300 mg Se/kg biriktirebildigi
bildirilmistir (Pilon-Smits ve Quinn, 2010).

Selenyum iceren topraklarda yetigebilen bitkilerin tiimii selenyum biriktiricisi degildir.
Ornegin, Astragalus tiirleri iginde selenyumlu topraklarda yetisen hem biriktirici hem de
biriktirici olmayan bitkiler vardir. Selenyumu biriktiren bitkiler i¢in bir alt siniflandrma
yapilmistir. Ayrim katsayis1 (DC;) 1°den biiylik olanlar primer biriktiriciler, 1°den kiigik
olanlar ise sekonder biriktiriciler olarak smiflandrilmistir. Kuru agirlikta 25 mg/kg (baz1
durumlarda 100 mgkg) ve daha az selenyum igeren bitkiler de selenyumu
biriktirmeyenler (non-akiimiilator), olarak smiflandirmadaki yerini alir (Pilon-Smits ve

Quinn, 2010).

Kara bitkilerinin bugiine kadar besinsel Se ihtiyac1 oldugu ile ilgili hicbir bilgi
bulunmamaktadir. Ancak Se hayvanlar, mikroorganizmalar ve diger bazi 6karyotlar i¢in
temel mikro besindir (Birringer, 2002). Normal iireme ve gelisme gibi fonksiyonlar i¢in
Se’a ihtiyag duyan organizmalar, temel polipeptid iskeletlerinde birkag adet SeCys
tastyan bircok selenoprotein iiretirler. Bu selenoproteinlerden bazilar1 glutatyon
peroksidaz (Mullenbach ve dig. 1987), format dehidrogenaz (Zinoni ve dig. 1987) ve
selenofosfat sentetazdwr (Lacourciere ve Stadtman 2001). Bu proteinlerde SeCys

katalitik bolgede yer almaktadir.

Bitki hiicreleri selenyumu ortamdan selenat, selenit gibi inorganik formda,

selenometionin (SeMet) gibi organik formda ya da gaz halinde alabilirler. Selenat aktif
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tasima ile bitki hiicrelerine girer ve siilfat alimiyla yarisir. Her iki anyon da bitki kok
hiicrelerinin plazma membranlarindaki stilfat tagtyicilar: ile hiicreye tagmir. Selenit ise
hiicreye difiizyon ile girmektedir. Bitkiler ayrica selenyumun selenometionin gibi
organik formlarmi ve ayni zamanda dimetil selenid formunda ugucu selenyumu yaprak
ylizeyinden absorbsiyon yoluyla hiicre i¢ine alabilmektedir (Terry ve dig 2000). Zieve
ve Peterson '“Se-DMSe (dimetilselenid)’yi kullanarak Agrostis tenuis, Hordeum
vulgare, Lycopersicon esculentum ve Raphamus sativus™un Se’nin gaz halinde dokulara

alinabildigini belirtmislerdir (Zieve ve Peterson, 1984).

Bitkilerin cesitli bolgelerinde selenyumun dagilimi tiire, gelisim evresine ve fizyolojik
duruma gore degiskenlik gdsterir. Selenyumu biriktirebilen bitkilerde, bilylimenin ilk
asamalarinda element geng yapraklarda birikir (Sekil 2.3). Bitkiler iireme donemlerine
ulastiklarinda ise tohumlardaki selenyum konsantrasyonu yikselitken, yapraklarda
giderek azalir. Selenyum biriktirmeyen olgun bitkilerde ise selenyum igerigi tohumda
ve kokte aynidir ancak az miktarlarda selenyum gévde ve yapraklarda da bulunur.
Selenyumun bitkideki dagihmi, bitkiye verilen selenyumun formuyla ve
konsantrasyonuyla, ortamda bulunan diger bilesiklerin konsantrasyonlariyla da ilgilidir

(Terry ve dig. 2000).
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Gene yapraklarda
MeSeCys

Orta yash yapraklarda
Selenat ve MeSeCys

Yash vapraklarda
Selenat \

Sekil 2.3. Selenyum biriktiren bitkilerde selenat alimi ve Se birikimi

Sulfatin koklerden absorblanmasi sirasinda selenatla yaristigi gdzlenmistir (Ulrich ve
Shrift 1968). Iki anyonun da siilfat tagtyicilar1 tarafindan hiicre igine alindig1, mayalarla
yapilan calismalarla ortaya konmustur (Breton ve Surdin-Kerjan 1977, Takahashi ve
dig. 1997, Shibagaki ve dig. 2002). Hem selenat hem de siilfat, kok epidermal
hiicrelerinin plazma membranlarindan igeri elektrokimyasal gradientlerine karsi
tagmirlar. Tagmma islemine her iyon igin ii¢ protonun ko-transportu eslik eder (Lass ve

Ullrich-Eberius 1984, Hawkesford ve dig. 1993).

Ik bitki kokenli siilfat tasiyici proteini kodlayan gen tropikal Sylosanthes hamata
bitkisinden izole edilmistir (Smith ve dig 1995). Daha sonra bu gen Arabidopsis
thaliana, soya, arpa ve misir gibi g¢esitli bitkilerde de tanimlanmistr. Siilfat tasiyici
genler mantarlara ve hayvanlara ait proton/siilfat ko-tasiyicilarma islevsel olarak

akrabalik gostermektedir (Leustek ve Saito 1999). Bitki siilfat tasiyic1 proteinlerin
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tahmini ikincil yapilar1 12 adet transmembran domen i¢erdiklerini ortaya koymaktadir
(Smith ve dig. 1995, Smith ve dig. 1997, Takahashi ve dig. 1997). Yapilan ¢aligmalar
Se hiperbiriktiricilerinin siilfat yerine selenat absorbladiklarmni, biriktirmeyenlerin ise

stilfat1 hiicre i¢ine almayi tercih ettiklerini ortaya koymustur (Bell ve dig. 1992).

Selenat, selenit gibi inorganik ve SeMet gibi organik bilesiklerin hiicre i¢inde
metabolize edilmelerinde farkhliklar vardw. Asher ve arkadaslar1 (1977) kesilmis
domates koklerine selenat uygulayarak ksilem i¢cinde selenatin besi ortamimdan 6-13 kat
daha fazla oldugunu saptadilar. Diger taraftan selenit uyguladiklarinda, selenit
miktarinin ortamdaki selenit miktarindan daha az oldugunu ve selenyumun bitki i¢inde
daha ¢ok selenat ve selenotrisiilfat seklinde oldugunu belirlediler. Benzer sonuglar Se-
selenat ve "*Se-selenit uygulanmis Se hiperbiriktiricisi olan Astragalus crotalariae ve
Se birikktirmeyen Astragalus lentiginosus’ta da gdzlenmistir (Shrift ve Ulrich 1969). Bu
bitkilere 1 saat boyunca selenat uygulandiginda bitkilerde bulunan Se’un % 98’1 selenat
oldugu saptanmis, selenit uygulandiginda ise 4. crotalariae’nin % 4 selenit, % 2 selenat
ve % 92 MeSeClys icerdigi belirlenmistir. Buna karsin, A. lentiginosus’da % 51 selenit,
% 23 selenat ve % 19 SeMet bulunmustur. Biitiin bu bulgular selenitin selenattan daha

hizli bigimde organik bilesiklere indirgendigini gostermistir.

Inorganik Se bilesenlerinden selenat ve selenitin metabolize edilmesini takiben bitki
dokularmdaki dagilmi ve bu dagilimm bitki gelisim asamalarmma gore degiskenlik
gosterdigi saptanmistir. Selenatin koklerden gdvdeye tasmimi selenitten ve organik
selenyum bilesiklerinden daha kolay olmaktadir. Selenatin yash dokularda biriktigi
gozlemlenirken, MeSeCys gibi organik bilesiklerin gen¢ dokularda biriktigi
bulunmustur (Pickering ve dig. 2000). Pickering ve arkadaslar1 ¢caliymalarinda selenat
ve siilfatin 4. bisulcatus’un yash yapraklarinda vakuollerde biriktigini saptamiglardir.
Bitkinin gen¢ yapraklarinda ise indirgenmis Se ve S bilesikleri bulundugu
belirlenmistir. Dahasi, geng yapraklar Se ve S bilesiklerini swasiyla %99 ve %48
oraninda icerirler. Bu arastrmalar siilfatin bitkilerde (kokler hari¢) en ¢ok bulunan S
formu oldugunu gostermistir. Bu bilgiler 1518inda gelisim smrasmnda Se hiper
biriktiricilerinde Se igeren organik bilesiklerin (¢ogunlukla MeSeCys) gen¢ dokulardan
daha gen¢ dokulara tasindigi sdylenebilir. Daha O6nceki ¢aligmalar Se’un daha cok
koklerde ve tohumlarda biriktigini gosterse de HPLC-ICPMS (High Performance
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Liquid Chromatography- Inductively Coupled Plasma Mass Spectrometry) ¢alismalar1
selanat uygulanmis B. juncea bitkilerinde selenyumun % 80 oraninda govdede
biriktigini  ortaya  koymustur. Selenyum  hiperbiriktiricilerinde  selenatin
biriktirmeyenlere kiyasla farkli  dagilimi bu bilesigin organik bilesiklere

indirgenmesinin birikim ve tolerans i¢in gerekli basamak oldugunu diisiindtirmektedir.

Bugtine kadar yapilan higbir ¢aligmada selenatin kloraplastlara tasindigi saptanmamustur.
Ancak siilfat asimilasyonu kloraplastlarda gerceklesmektedir. Bu nedenle selenatin da
bu organele tagindigi disiiniilmektedir. ATP siilfuirilaz (APS, E.C. 2.7.7.4) bitkilerde
stilfat asimilasyon metabolik yolunun ilk enzimidir (Leustek ve dig 1994). Bu enzimin
hem adenozin 5'- fosfo siilfat hem de adenozin 5' fosfo selenat (APSe) olusumunu
katalizledigi bilinmektedir (Shaw ve Anderson, 1974, Murillo ve Leustek, 1995). APSe
kararsiz bir bilesiktir ve in vitro olarak hemen AMP (Adenozin mono fosfat) ve selenata
pargalanir bu isleme selenoliziz denir. ATP siilfiirilaz aktivitesi de bu sekilde 6lgiiliir

(Renosto ve dig. 1993) (Sekil 2.4).
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Sekil 2.4. Bitkilerde Se Metabolizmas1 (1) ATP siilfiirilaz, (2) APSe rediiktaz, (3)
Glutatyon, (4) OAS tiol liyaz, (5) SMT, (6) Selenosistein liyaz, (7) sistatyonin-y-sentaz,
(8) sistatyonin-p-liyaz, (9) metionin sentaz, (10) metionin metiltransferaz, (11) DMSP
liyaz, (12) y-glutamilsistein sentaz

Schizosaccharomyces pombe ATP siilfiirilaz geninde yapilan ‘null’ mutasyonlar1 selenat
toleransini artirmis ve 10 kata kadar fazla selenyum birikimini tetiklemistir (Banszky ve
dig. 2003, Raspor ve dig. 2003). Bu mutantlar ¢ok disik diizeyde ATP siilfiirilaz
aktivitesi gosterir. Bu calisma ile potansiyel toksik organo-selenyum bilesiklerinin ATP

stilfirilaz aktivitesi olmayinca iiretilemedigi ve hiicrelerin selenata bu sayede direng
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kazandigin1 gosterilmistir. Selenat uygulamasi ayrica selenatn siilfatla yarismasi
sebebiyle siilfat aglhigina yol agabilir ve boylece siilfat tasiyicilarint aktive ederek daha
cok selenat birikimine sebep olabilir. ATP siilfiirilazin yiiksek miktarda anlatimi ise
Bjuncea da glutatyon birkimini 2 kat artirmig ve yapraklarda 2-3 kat fazla Se
birikimine neden olmustur. Ayrica selenat indirgenmesi % 50 oraninda artmustir (Pilon-
Smits ve dig. 1999). Sors ve arkadaslar1 (2005) ayni gen Arabidopsis thaliana’da
yiksek anlatim yaptiginda selenat indirgenme oraninin yiikseldigi sonucuna
ulasmislardir. Ancak bu arastiricilar bitkide selenat toleransmin ve birikiminin azaldig
sonucuna varmuslardwr. Arabidopsis thaliana’ya ait APS2 geni tiitiin bitkilerine
aktarilmis ve bu transgeniklerde selenat toleransinda farklilik saptanmamustir. Selenyum
hiper biriktiricilerinden ve biriktirmeyen bitkilerden izole edilen ATP siilfiirilaz geninin

kodladig1 enzimin kinetik 6zellikler bakimindan farkl olmadigi saptanmustur.

APS rediiktaz (E.C. 1.8.99.2) APSe’nin siilfite indirgenmesini katalizleyen enzimdir ve
stilfat asimilasyonunu kontrol eden enzim oldugu diistiniilmektedir (Setya ve dig. 1996,
Suter ve dig. 2000). APSe selenite indirgendiginde selenide doniisiim glutatyon
tarafindan enzimatik olmayan yolla yapilir (Sekil 2.4). Bunun kanit1 in vitro SeCys
sentezidir. OAS (o-asetilserin), selenit, sistein sentaz, glutatyon rediktaz, glutatyon ve
NADPH (Nicotinamid adenin diniikleotid fosfat) varhginda selenid olusumu sadece
enzimatik olmayan doniisiim ile gerceklesebilir (Ng ve Anderson, 1978). Bu bilgiler
1s18inda  selenit indirgenmesinin enzimatik olmadigi soylenebilir. APS rediktaz
transkript seviyesi ve enzimatik aktivitesi, Se aclig1 (Maruyama-Nakshita ve dig. 2003),
Cd uygulamas1 (Heiss ve dig. 1999, Lee ve Leustek, 1999) ve oksidatif stresle (Bick ve
dig. 2001) diizenlenebilir. Bitkilerde APS rediktaz enzimi gerekliligi, ATP siilfirilaz
reaksiyonu Triinleri APSe ve pirofosfat, siilfat aktivasyonun ilerlemesi icin hemen
metabolize edilmesi nedeniyledir. APS rediiktazin Se toleranst ve birikimindeki rolii
arastirilmistir (Muller ve dig. 1997, Saito, 2004). Pseudomonas aeureginosa’ya ait APS
rediktaz geninin A.thaliana’da anlatmm ile stilfat indirgenme kapasitesinin arttigt
kanitlanmistir (Tsakraklides ve dig. 2002). Selenat uygulandiginda ise bitkiler % 65 —
79 oraninda selenat indirgenmesinde artiy saglamislardir. Bu sonuglar bitkide APS
redilkktazin APSe’yi indirgeme kapasitesinin oldugunu ortaya koymustur (Sors ve dig.
2005). Ayni calismada selenyum biriktirme ve tolere etmede farklilik gosteren sekiz

Astragalus tirlinde APS rediktaz aktivitesinin farklilik g6stermedigini ortaya
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koymustur. Bu sonuglar ile APSe’nin indirgenmesinin APS ile ayni yolu izleyip

izlemediginin a¢1k olmadig1 saptanmistir.

Sistein iiretiminde son metabolik basamaklar serin asetil transferaz (SAT, E.C.2.3.1.30)
ve o-asetilserin tiol-liyaz (OAS-TL, E.C.4.2.99.8) ile katalizlenir. SAT, serinden ve
asetil-Coadan o-asetilserin (OAS) olusumunu katalizler. OAS-TL, sistein olusturmak
tizere siilfidi OAS ile asimile eder. Bitkilerde ve bakterilerde SAT ve OAS-TL sistein
sentezi i¢in kompleks bir yap1 olusturur ve sistein sentaz (E.C.2.5.1.47) olarak
isimlendirilir (Sekil 2.4) (Kredich 1992, Bogdanova ve Hell, 1997). Ng ve Anderson
(1978) Se hiperbiriktiricilerinden ve biriktirmeyen bitkilerden izole ettikleri Cys sentaz
enzimlerinin katalitik kapasitelerinin farkli olmadigin1 ortaya koymustur. SAT
reaksiyonu sistein tarafindan ‘feedback’ inhibisyon ile kontrol edilir (Noji ve dig. 1998,
Saito ve dig. 2000, Berkowitz ve dig. 2002, Noji ve Saito, 2002). A.thaliana’ya ait
SAT-A’nin transgenik tiitlinde anlatimi OAS seviyesinde, sisteinde ve glutatyon
seviyesinde yiikselmeye sebep olmustur. Ancak bu bitkiler selenyum birikiminde ve
toleransinda farklilik gdstermemistir ayrica selenyum hiper biriktiricisi Astragaluslarda
da Se birkiminin SAT aktivitesi ile iliskili olmadig1 ortaya konmustur (Wirtz ve Hell,
2003, Sirko ve dig. 2004).

Sistein ve/veya selonosistein metiyonin biyosentez yoluna metiyonin/selenometiyonin
olusturmak lizere, sistatyonin ve/veya selonosistatyonin ve
homosistein/selenohomosistein olarak katilabilir (Lauchli, 1993). O-fosfohomoserin ile
selenosisteginin selonosistatyonine doniisiimiinii katalizleyen enzim sistatyonin y sentaz
(Cgs E.C. 2.5.1.48) enzimidir. Dawson ve Anderson’un ¢aligmalar1 (1988) ispanak
sistatyonin y sentazinin SeCys’e sisteinden daha ¢ok afinite gdsterdigini ispatlamustir.
Selenosistatyonin bazi selenyum hiperbiriktirici bitkilerde ve biriktirmeyen bitkilerde
bulunabilir (Martin ve dig. 1971). Bu metabolik basamak SeCys ve Cys (sistein) i¢in
aynidr. Selenyum hiperbiriktiricisi olan Stanleya pinnata total selenyumun % 17 sine
kadar selenosistatyonine sahip olabilir (Shrift ve Virupaksha, 1965, Kotrebai ve dig.
2000). Selenyum biriktiren ve biriktiremeyen Astragaluslar arasinda yapilan ¢caliymada
her ki gruptan elde edilen Cgs enziminin benzer dzelliklere sahip oldugu saptanmustir
(Dawson ve Anderson, 1989). Yine bu ¢alismada selenyum birikimi ve toleransmin bu

enzimle iliskili olmadig1 ortaya konmustur. B.juncea’da Cgs anlatiminin selenyumun
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ucucu bilesiklerinin 2-3 kat artmasina sebep oldugu anlasilmistir. Bu calisma ile
bitkilerde ugucu selenyumlu bilesiklerin olusturulmasmin kisitlayici basamagmm Cgs

enzimi oldugu ortaya konmustur (Van Husyen ve dig. 2003).

Sistatyonin B-liyaz selenosistatyoninin selenohomosisteine doniigiimiinii katalizler. Bu
enzim selenyum biriktirmeyen bitkilerde sistatyonin ve selenosistatyonini birbirinden
ayirramaz (McCluskey ve dig. 1986). 4. bisulcatus, A.racemosus ve N. amplexicaulis
gibi hiperbiriktirici bitkilerde yapilan ¢aligmalarda ¢ok diisiik miktarda sistatyonin -
liyaz aktivitesi saptanmugtir. Bu bulgular S ve Se’un ayni metabolik yolu paylagtigini
dogrular (McCluskey ve dig. 1986). Metionin biyosentezinin son basamagi metionin
sentaz tarafindan katalizlenir (Sekil 2.4). Bu enzim sitosolde lokalize olmustur (Hesse
ve dig. 2004). Ancak bir izoformu A. thaliana’da kloroplastlarda saptanmustir. Bu
izoformun homosistein metilasyonu yoluyla metionin de novo sentezinde gorev aldigi
diistiniilmektedir (Ravanel ve dig. 2004). Metionin sentaz N°- metiltetrahidrofolati metil
verici olarak kullanwr. SeMet, hiperbiriktiricilerde c¢ok diisik miktarda Tretilir. Bu
sayede selenyum proteinlere katilmayan MeSeCys, GGMeSeCys ve selenosistatyonin
tiretiminde kullanilir (Ellis ve Salt, 2003).

SeMet sentezlendikten sonra, metil grubu eklenerek dimetil selenid’e (DMSe)
dontstiiriilebilir (Lewis ve dig. 1974). Bu bilesik Se biriktirmeyen bitkilerde en sik
olusturulan ugucu bilesiktir. Metionin metiltransferaz (MMT, E.C.2.1.1.12) enzimi
SeMet’e metil gurubu eklenmesini katalizleyen enzimdir. Bu enzim bitkilerde ayrica S-
metilmetionin (SMM) olusumunu katalizler (Pimenta ve dig. 1998). Bu bilesik SMM
hidrolaz enzimi ile dimetil siilfid’e ¢evrilir. SMM hidrolaz ayrica SeMet’nin DMSe’ye
donlistimiinii de katalizler. DMSe tiretiminin alternatif yolu, SeMet’nin ara metabolit
olan dimetil selenoniopropionat’a (DMSeP) doniistiiriilmesidir. Selenat uygulanmis
Spartina alterniflora’da taze agirlikta 0,4 umol DMSeP/g tiretilmistir (Ansede ve dig.
1999).

Bitkiler ayrica selenyumu dimetildiselenid seklinde ugucu hale getirebilirler. Kiik{irt
biriktirebilen Brassica ve Allium gibi bitkiler dimetildisiilfid (DMDS) sentezleyebilirler.
Bu bilesik metilsistein-siilfoksitten (MeCysSo) olusturulur. MeCysSo bu bitkilere
karakteristik tatlarmi ve kokularini verir (Whitaker 1976, Benevenga ve dig. 1989,
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Kubec ve dig. 1998). Hall ve Smith (1983), sistein-sulfoxid liyaz (C-S liyaz,
E.C4.4.1.4) enziminin kabakta MeCysSo’yu oksitleyerek in vitro metanetiol
olusturabildigni saptamislardr. Bu enzimin Brassica ve Alliumda da bulunmasi
metaneseleniol ve DMDSe olusumunu saglayabilicegini diislindiirmektedir. Se
hiperbiriktircisi olan ve yiiksek miktarda MeSeCys biritiren Astragalus racemasus’da

DMDSe varhg: goriilmiistiir (Griffiths ve dig. 2002).

Selenyum biriktirici bitkilerde metabolizmasinda, selenosistein proteinlere katilmayan
aminoasitlere metabolize edilir. Selenyum biriktiricisi olan Astragalus tiirlerinde
selenosistein’e  metil baglanr ve metilselenosistein  (MeSeCys) olusturulur.
Metilselenosistein daha sonra gaz halindeki dimetildiselenide ya da glutaminle
birleserek y-glutamil Se-metil-selenosisteine ¢evrilebilir. Diger biriktirici bitkilerde ise
selenosistein, selenosistatyona donistiiriiliir (Terry ve dig. 2000). Selenosistein
metiltransferaz (SMT) enzimi selenosistein’den metilselenosistein olusturulmasini
katalizleyen enzimdir. Ilk olarak Astragalus bisulcatus’tan izole edilen ve bitkilerde
selenyum birikiminden sorumlu olan SMT enzimi, 338 aminoasitten olusur ve
sentezinden sorumlu ¢cDNA dizisi 1447 bg. uzunluktadir (Neuhierl ve dig. 1999).
Yapilan klonlama c¢alismalar1 sonucunda Arabidopsis thaliana’ya, Astragalus’un
selenosistein metiltransferaz enzimini kodlayan SMT (SMTA) geni aktarilmis ve dogal
olarak selenyum biriktiricisi olmayan Arabidopsis thaliana’dan selenyum biriktiren A.
thaliana hatlar1 elde edilmistir (Ellis ve dig. 2004). Bu sonu¢ SMTA geninin kodladig1
selenosistein metiltransferaz enziminin selenyum birikiminden sorumlu oldugunu
gostermektedir. Bu enzim in vitro kosullarda SeCys’ye Cys’den daha cok afinite
gosterir. A.thaliana’da bu genin yilkksek miktarda anlatimi ile hem MeSeCys hem de
MeClys olustugu gézlenmistir. Bu gdzlem bu enzimin her iki metaboliti de metilledigini
gostermistit. SMT proteni E. coli’deki yagD proteinine %40’in {izerinde benzerlik
gostermektedir.  YagD  homosistein,  selenohomosistein ~ ve  selenosisteini
metilleyebilmektedir. Ayrica protein veritabanlarinda yapilan arastrmalar SMT
proteinin  aminoasit dizisinin  A.thaliana ve Oryza sativa homosistein
metiltransferazlarma sirasiyla % 70 ve % 65 oraninda benzedigini gostermistir. SMT ve
HMT’nin (homosistein metiltransferaz) benzer yapi1 ve fonksiyona sahip olduklari,
sistein ve homositeini ve bunlarin selenyum analoglarin1 metilleyebilmeleriyle

saptanmustir. 4.thaliana’da SMT nin siirekli anlatimi ile MeSeCys, MeCys ve bunlarin
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tirevleri GGmeSeCys/GGMeCys (gamaglutamil- metilselenosistein/
gamaglutamilmetilsistein) tiretilmistir (Ellis ve dig. 2004, LeDuc ve dig. 2004). Bu
bilgiler Astragalus’ta SMT’nin hem MeCys hem de MeSeCys’nin biyosentezini
yaptigini gostermistir. Astragalus bisulcatus metabolize ettigi Se’un % 90’indan
fazlasmi MeSeCys’e cevirir. 8 Astragalus tlirlinde yapilan ¢galismada SMT aktivitesinin
degiskenlik gosterdigi ve Se birikimiyle dogrudan baglantili oldugu belirlenmistir (Sors
ve dig. 2005). A.bisulcatus’dan SMTA geninin izolasyonunu takiben SMTA ile ayni
gorevi goren, SM T’ lerin diger bitkilerdeki varligina yonelik arastirmalar hiz kazanmistir
ve Brassica oleracea ile Camellia sinensis’de de SMT geninin varligi belirlenmistir

(Lyi ve dig 2005, Zhu ve dig. 2008).

2.4. ITOREMEDIYASYON VE SELENYUM

Toprakta ortalama 0.4 mgkg olan Se konsantrasyonu bdlgeden bolgeye degiskenlik
gostermektedir (Fordyce, 2005). Bir¢ok canl i¢cin Se esas element oldugu i¢in diinya
genelinde Se’a olan ilgi giderek artmaktadir. Insanlar ve hayvanlar i¢in Se eksikligi ve
toksisitesi konsantrasyon degerleri arasinda dar bir aralik bulunmaktadir. Her ki durum

da diinyanin ¢esitli bolgelerinde gdzlenmektedir (Fordcye ve dig, 2005).

Se iceren kayalarin zaman icinde asmmasiy, elektrik santralleri, rafineri atiklar1 ve
endiistriyel atk sular selenyumun dogaya salinmasma yol agar. Bu durum tarimsal
acidan diinyada onemli sorunlara yol agmaktadir (Terry ve dig. 2000). Dogada yiiksek
miktarda bulunan ve potansiyel olarak toksik olan selenyumun, kontamine olmus
sulardan ve topraktan temizlenmesi ¢ok dnemlidir. “Fitoremediyasyon”, kirlilik yaratan
maddelerin bitkiler kullanilarak temizlenmesi, stabilize edilmesi veya detoksifiye
edilmesi anlamma gelmektedir (Eapen ve D’Souza, 2005). Selenyum ve siilfiir
kimyasal olarak benzer yapida olduklarindan bitkiler selenyumu topraktan
oziitleyebilmekte ve temizleyebilmektedir. Baz1 Astragalus tiirlerinin Se biriktirici
olmasi, bu bitkilerin fitoremediyasyon amaciyla kullanilmasmi glindeme getirmistir.
Ancak bu bitkilerin yavas biiyiimesi ve ¢etin doga sartlarma uygun yapida olmamasi bu
fikri pratikte miimkiin kilmamaktadir. Topraklarm bitkilerle temizlenebilmesi i¢in ideal
bitki tiirleri yiiksek miktarda Se biriktirebilmeli ya da selenyumu ugucu bilesiklerin
yapisina katip atmosfere salabilmelidir (Zhu ve dig. 2009). Bitkilerde Se metabolizmasi
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ile yapilan genetik calismalar simdiye kadar selenat indirgenmesi ve SeCys’nin
proteinlere katiimmin engellenmesi lizerine olmustur. Selenatin selenite indirgenmesi
bu metabolizmada ana basamaklardan biridir. Se metabolizmasmda bu basamagin ATP
stlfirilaz (APS) enzimi ile asilabilecegi yapilan c¢aligmalarla ortaya konmustur.
Arabidopsis thaliana’da bu enzimi sifreleyen gen Brassica juncea’ya aktarilmis ve
sonugta olusturulan transgeniklerin Se’un organik formlarmi biriktirirken yabani tiplerin
selenat biriktirdikleri gdzlenmistir. Ilging olan bu transgenik bitkilerin yabani tip
bitkilere oranla 2-3 kat fazla Se biriktirmeleridir. Bunun sebebinin artmis Se
asimilasyonu oldugu ve Se’a kontrol bitkilerinden daha fazla tolerans gostermeleri
oldugu saptanmustir (Pilon-Smits ve dig. 1999). ATP siilfiirilaz selenat indirgenmesinde
rol oynar ve selenatin organik Se formlarma doniligiimiinde kisitlayic1 basamak oldugu

bilinmektedir.

Transgenik bitkilerde yikksek miktarda APS anlatimi Se’un ugucu formlarma
dontstiiriilmesini saglamadigindan metabolizmada bu islevi iistlenmis diger enzimlerin
kullanilmas1 giindeme gelmistir. Fizyolojik volatilizasyon c¢alismalar1 SeCys’nin
SeMet’e dontistimii lizerinedir ¢linkli SeMet’in SeCys’den daha hizli ugucu bilesiklere
doniistligli saptanmustir. SeCys’nin SeMet’e doniisiimil sistatyon gama sentaz (CgS)
tarafindan yapilmaktadir. A. thaliana’nin CgS geni B. juncea bitkilerine aktarilmis, ve
bu bitkilerin yabani tiplere gore 2-3 kat daha fazla ugucu formda Se’lu bilesikler
saldiklar1 saptanmustir. Kontrol bitkilerine gore % 40 daha az Se biriktiren bu bitkiler,
Se’a daha toleranshi hale gelmislerdir (Van Husyen ve dig. 2003).

Se toksisitesi cogunlukla SeCys’nin proteinlere katilmasi ve proteinlerin yapt ve
fonksiyonlarm1 bozmasi olarak tanimlanir. Bu sebeple, SeCys’nin proteinlere
katilmayan baska formlara donistiiriilmesi ile Se toleransmnin artabilecegi
disiintilmiistiir. SeCys’nin metillenmesi bir hiperbiriktirici olan Astragalus bisulcatus
tarafindan yapilmaktadir. Se hiperbirkiminden sorumlu SMT enzimi SeCys’yi metiller
ve MeSeCys olusturarak toleransi artirr. Bu non-protein aminoasit hiicrelerde
biriktirilebilir (LeDuc ve dig. 2004). Bu bilesik daha sonra ugucu formlara
donistiiriilebilir. A. bisulcatus SMT geni iki farkli bitkiye aktardms (Arabidopsis
thaliana ve Brassica juncea) ve her iki bitki de yiiksek miktarda selenite maruz

birakilmistir. Bu transgeniklerin SeCys’i MeSeCys’e ¢evirdikleri saptanmis ve bu
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yetenek sayesinde Se biriktirme kapasitelerinin arttigi gézlenmistir. Transgenik A.
thaliana’nin kuru agirlikta 1000 mg/kg, B. juncea’nin ise 4000 mg/kg Se biriktirdigi
belirlenmistir (LeDuc ve dig. 2004).

Biriktirilen Se’un elementel Se olarak c¢oktiiriilmesi birgok bakteri tarafindan kullanilan
bir detoksifikasyon mekanizmasidr. Buna ek olarak SeCys’nin elementel Se’e
donisiimii Se’a ihtiyaci olan organizmalarda Se’un proteinlere katiimi igin ilk
basamaktir (Mihara ve dig. 2002). SeCys’i alanin ve elementel Se’a doniistiiren
enzimler SeCys liyazlar (SL) olarak bilinirler. Bu bilesigin alanin ve elementel Se’a
yikilmas1 bitkilerde Se toleransini artirmak amaciyla kullanilmistir. Fare SL enzimini
kodlayan gen A4. thaliana’ya ve B. juncea’ya aktarimistr. Bu genin yiiksek miktarda
anlatim yapmas1t Se’un proteinlere katilimmi azaltmistr (Pilon-Smith ve dig. 2002,

Garifullina ve dig. 2003).

Ikili transgenik B. juncea bitkileri APS transgenikleri ve SMT transgeniklerinin
caprazlanmasi ile olusturulmuglardir. APSxSMT transgenikleri yabani tip kontrol
bitkilerine gore 8 kat daha fazla MeSeCys biriktirmislerdir (LeDuc ve dig. 2006). Bu
sonuca gore 2 enzimin birlikte kullanimi hem Se almimi hem de indirgenmesi ve

birikimi agisindan daha faydahdur.

Se biriktirme kapasitesi artirilmig transgenik bitkiler fitoremediyasyon i¢in
kullanilabilir. Bu kapasitelerinin arastirilmasi i¢in toprakta yetistrme calismalari
mutlaka yapilmalidir. Yapilan sera cahsmalarinda saksida yetistirilen APS geni
aktarilmis transgenik B. juncea bitkileri kontrol bitkilerine gore 3 kat fazla Se
biriktirmiglerdir. Ayn1 bitkinin CgS geni igeren transgeniklerinin ise yabani tiplere gore
% 40 daha az Se icerdikleri saptanmistir. Bu sonuglar laboratuar ¢alismalarint dogrular
niteliktedir (Van Husyen ve dig. 2004). San Joaquin Vadisinde (California, USA)
yapilan tarla caliymalarinda ise APS geni aktardmis transgenik B. juncea bitkileri
kontrol bitkilerine gére 4 kat fazla Se biriktrmislerdir (Banuelos ve dig 2007). Bu

sonuglar hem laboratuar hem de sera caligmalari ile paralellik gdstermektedir.
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2.5. REKOMBINANT DNA TEKNOLOJISi ve GEN iZOLASYONU

Rekombinant DNA teknolojisi genlerin ait olduklar1 canlinin genomundan izolasyonuna
ve sayisinin ¢ogaltilmasma (klonlama), yapi ve islevlerinin arastirilmasina, degisik
tirlere ait organizmalara aktarilmasina ve iriinlerinin bol miktarda elde edilmesine
olanak verir. Rekombinant DN A teknolojisi, bir organizmadan herhangi bir yolla izole
edilen bir genin (DNA parcasmnin) uygun bir konagin icine aktarilarak orada
cogalmasint ve bazen de anlatim yapmasmi amaglayan ¢aligmalara ait tekniklerin
toplamudir. Izlenen olay dizisi genelde bir organizmadan elde edilen ve i¢inde istenilen
geni tastyan DNA parcalarmin, tasiyict ozellikte bir DNA molekiiline (vektor)
baglanarak rekombinant DNA olusturulmasi, rekombinant DNA molekiillerinin uygun
bir konak hiicreye aktarilarak orada ¢ogaltilmasidir. Gen klonlamasi1 olarak adlandirilan
bu stiregte konak hiicreler ¢ogaldik¢a rekombinant DN A molekiilleri dollere gegerler ve
yavru hiicrelerde de kopya sayilarmi artrirlar. Buna gore, gen klonlamasi (ya da DNA
klonlamasi) tek bir genden (DNA molekiilii parcasindan) kdkenlenen ve hepsi birbirinin
ayni olan bir DNA populasyonu elde etmektir. Bu teknolojide ayrica ¢ogu kez
klonlanmis bir genin kendisi i¢in yeni konakta anlatiminin saglanmasiyla {irliniiniin elde
edilmesi de amaglanmaktadir (Temizkan, 1994, Griffiths ve dig. 1999). Gen
klonlamasma yonelik olarak ve ardisik asamalar1 kapsayan ¢aligmalarin her evresinde
aragtiricinin amacina ve tercihine uygun olarak gesitli yontemlerden yararlanilmaktadir.
Genellikle kullanilan yontemlerden biri, bir organizmadan izole edilip saflagtirilmig
DNA molekiillerini, ¢ift zincirli yapilarmi bozmadan parcalamaktir. Klonlanmasi
istenen gen bu par¢alardan birinin i¢cinde bulunur. DNA y1 parcalamada 6nceleri bir
Olcide mekanik yontemlerden de (kontrollu calkalama, ultrasonik ses dalgalari
uygulamas1 vb.) yararlanilmakla birlikte DNA y1 parcalara ayirma isleminde en basarilt
sonuglar restriksiyon enzimleriyle alinmistir. Gen izolasyonunda diger bir yontem ise
DNA kopyasinin (¢cDNA) elde edilmesidir. Bunun i¢in, hiicrelerden klonlanmasi
amaglanan genin transkripsiyon iriiniinii de iceren RNA izole edilir. Daha somnra, ters
transkriptaz enzimiyle bu RNA molekiillerinin tamamlayicis1 olan DNA kopyalar1
cikarilir. Meydana gelen RNA/DNA melezinin RNA kismi enzimin ribonikleaz H
aktivitesiyle hidroliz edilip yok edilir, daha sonra, DNA polimeraz aktivitesiyle cDNA
¢ift zincirli bigime getirilir. Bu yontem 6zellikle fazla miktarda DNA iceren, karmagik

gen yapist gosteren ve ¢ogu geninde intron bulunan dkaryotik organizmalardan gen
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izolasyonunda kullanilmaktadir. Polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) ile son yillarda gen
izolasyonunda c¢ok basarili sonuglar alinmaktadr. 1986 yilinda gelistirilmis olan PZR
yontemi DNA molekiillerindeki 6zel dizilerin (6rnegin istenilen bir genin) canl hiicre
icine sokulmadan izole edilip ¢ogaltilmasmma olanak vermektedir (Griffiths ve dig.
1999). Bunun i¢in sadece, bu dizinin (ayni: organizmadaki ya da yakm bir baska
organizmadaki) az da olsa bir kismmnm daha &nceden bilinmesi gereklidir. Izole edilen
geni tagstyan DNA pargalarinin ¢ogalmasmi saglamak {izere onlara tasiyicilik gorevi
yapacak uygun DNA molekiillerine baglanmasiyla elde edilen molekiillere rekombinant
DNA ad1 verilmektedir. Genlerin bulundugu DNA pargalarmm baglandig1 ve vektor
(tastyic1) olarak adlandirilan DNA molekiillerinin, kolaylikla hiicre i¢cine girebilmeleri
ve bagimsiz replikasyon yapabilme Ozellikleri olmasi gerekir. Rekombinant DNA
pargalarinin hiicre i¢ine sokulmalarini takiben, bu DNA molekiiliinii almis hiicrelerin
secimi gereklidir. Bu amagla ¢esitli islemler uygulanir. Konak hiicrelerde vektoriin
varhig1 isaret genler yardimiyla olur. Ayni zamanda plazmit izolasyonu ve koloni PZR
gibi yontemler, vektoriin ve aktarilan genin hiicre i¢ine girip girmedigi hakkinda
dogrudan bilgi verebilir. Konak hiicrelerden rekombinant DNA’y1 alanlar dogrudan
nikleik asit melezleme yontemleri (Southern Blotlama) ile de se¢ilebilir. Daha sonra
klonlanan genin dizisi analiz edilerek internet iizerindeki gen bankasi veritabanlari ile
kiyaslamalar sayesinde homoloji analizleri yapilir. Yabanci genlerin anlatimlar1 i¢in
bazen sadece transktripsiyon diizeyinde kontrol edilen ekspresyon vektorleri
kullanilabilmektedir (Griffiths ve dig. 1999). Gelistirilmis en basit ekspresyon vektorleri
sadece E.coli genlerinden birinin promotoriinii tagirlar. Bu vektorlerde bir . coli genine
ait promotdr yabanct DNA parcasmin girecegi tek restriksiyon yerinin hemen Oniine
yerlestirilir, boylece, restriksiyon yerine aktaridlan DNA parcasindaki gen bu
promotOriin kontrolu altinda bakteride transkripsiyon yapabilir. Sadece bir E. coli
promotdriinil tagtyan, yani sadece transkripsiyon asamasinda kontrol edilen, ekspresyon
vektorlerinin rekombinant DNA teknolojisinde bircok kullanim alanit bulunmaktadir.
Ekspresyon vektorii gelistirilirken indiksiyon ya da represyon mekanizmastyla

diizenlenen promotorlerin kullanilmas1 miimk{iindiir (Griffiths ve dig. 1999).

Herhangi bir organizmaya ait bir genin klonlanmasina iliskin ¢alismalarda, genellikle
ilk 6nce bir kitaplik (genom veya cDNA kitaphig1) olusturulabilecegi gibi cDNA sentezi

ve PZR gibi yontemlerin bir arada kullanilmasi ile de gen izolasyonu yapilabilir. Son
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yillarda cDNA sentezi ve PZR’yi bir arada kullanarak gen izolasyonu yapma islemi
daha kisa siire icinde gergeklestirilebildigi icin yaygin olarak kullanilmaktadwr. Ancak
bu islemler i¢in 6nceden arastirilan gene ait bir kisim dizi bilgisi gerekir (Griffiths ve
dig. 1999). Bir gene ait dnceden bilinen dizi bilgisi sayesinde, genin transkriptinin ug
kisimlarmi elde etmeye olanak veren yontem Rapid Amplified cDNA Ends (RACE)
olarak adlandiriir ve son yillarda genlerin izolasyonu icin yaygm olarak

kullanilmaktadir.

2.5.1. RACE (Rapid Amplified cDNA Ends)

RACE (Rapid Amplified cDNA Ends), ilgilenilen genin RNA transkripti araciligryla
biitiin dizisini bulmaya yonelik olarak kullanilan bir yontemdir (Frohman ve dig. 1988).
Yontem, ilgilenilen RNA dizisinin cDNA kopyasmin ¢ikarilmasiyla baslar. Bu islem
Revers Transkriptaz enzimi ile yapilmaktadir ve bu basamagi, sentezlenen cDNA’nin
cogaltilmasi i¢cin PZR islemleri izler. Cogaltilan cDNA kopyalar1 daha sonra dizilenir ve
veribankasinda daha Once baska organizmalarda tanimlanmis olan genin dizileriyle
karsilastirilir. RACE yontemi RN A transkriptinin i¢inde bilinen kisa bir dizi sayesinde
genin 3' ve/veya 5' uclarinin bulunmasmi saglar. Bu kisa dizi bilgisi ile 3' ve 5' uglara
ait, her br uca dogru tasarlanan gene Ozgii primerler ile yapilan PZR islemleri
sonucunda, genin bilinmeyen dizilerinin ¢ogaltilmasi saglanir. Genin 5' ucuna ait dizi
bilgisine sahip olmak i¢in izlenmesi gereken yol, 5' uca terminal transferaz enzimi
sayesinde takilan poliA kuyruguna tamamlayicit oligoT ve tasarlanan gene 0zgi
primerler ile PZR reaksiyonlar1 yapmaktir. 3' ucgta ise gene 6zgili primerlerin yaninda

halihazirda varolan poliA kuyruna tamamlayicioligoT ile PZR yapilir (Sekil 2.5).
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Sekil 2.5. a) 3', b) 5' RACE reaksiyonlarmin akis semasi (GSP: Gene 6zgii primer,
GSP1: Gene 6zgii primer 1, GSP2: Gene 6zgii primer 2)

2.6. ASTRAGALUS

18.000 tirle yiksek yapili bitkilerin liglincii en kalabalik grubunu olusturan Astragalus
(Geven) cinsi bitkiler Leguminosae’nin Papilionaceae alt ailesine tiyedirler. Astragalus
cinsi 0zellikle Avrupa, Asya ve Kuzey Amerika kitalarinda genis dagihm gosterirler
(Rios ve Waterman, 1997). Tiirkiye’de 400°den fazla tiirii bulunan ve bunlarin yaklagik
% 45’inin endemik tiirlerden olustugu bilinen (Akan ve Civelek, 2001) Astragaluslarmn,
icerdikleri sekonder metabolitlerinin kardiovaskiiler, hipotensif, yatistiricy analjezik,
antimutajenik (Rios ve Waterman, 1997; Ebrahimzadeh ve dig., 1999), diiretik
(Shirataki ve dig., 1997; Semmar ve dig., 2001), antiinflamatuar, karaciger koruyucu,

antiviral (Rios ve Waterman, 1997; Pistelli ve dig., 2002), immunostimulant (Kurashige
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ve dig., 1999; Duan ve Wang, 2002), antimikrobiyal, sitotoksik (El-Sbakhy ve dig.,
1994; Karagéoz ve dig., 2007) ve antifungal (Pistelli ve dig., 2002) gibi 6nemli
farmakolojik aktivitelere sahip olduklar1 saptanmistir. Geleneksel tipta yiizyillar
boyunca yorgunluk, halsizlik, ates, terleme, kas agrisi, sofuk algmligi, ishal
belirtilerinin  giderilmesinde, yaralarn iyilestirilmesinde, astim, diabet, nefrit
hastaliklarinin (Calis ve dig., 1996), 16semi ve uterus kanserlerinin (Anulov ve dig,
1995; Calis ve dig.,, 1996; Pistelli ve dig, 2002) tedavisinde ilag olarak
kullanilmiglardir. Tipta kullanimlarinin yanisira birgok Astragalus tiirii gida sanayinde
icecek ve katilastirict ajan, tekstil sektoriinde iplik, deri ve kumaslarm iglenmesinde,

hayvan yetistiriciliginde yem olarak halen kullanilmaktadir (Rios ve Waterman, 1997).

Yapilan analizler sonucunda Astragalus tirlerinin kimyasal igerikleri bakimindan
benzerlikler gosterdikleri belirlenmistir ve bu kimyasal maddeler birka¢ ana grupta
toplanmistr (Rios ve Waterman, 1997). Bunlardan biri farmakolojik aktivitelerden
sorumlu metabolitler olan polisakkaritler [galaktomannan (Anulov ve dig, 1995),
tragakantin, astragalanlar, astraglukanlar (Sinclair, 1998)] ve bir digeri saponinler
[triterpenoidler (Yahara ve dig., 2000)], astragalosidler, astramembraininler (Yahara ve
dig., 2000; Hirotani ve dig., 1994)] dir. In vitro ve in vivo kosullarda yapilan deneyler
sonucunda polisakkaritlerin antikanser etki gosterdigi ve immun sistemi giiclendirdigi,
saponinlerin ise antinflamatuar, analjezik, diiiretik, hipotensif ve yatistirici aktivitelere
sahip olduklar1 saptanmistir (Anulov ve dig., 1995). Astragalus’larda bulunan diger
onemli bir metabolit grubu da, fenolik bilesikler [kaempferol, quercetin (Semmar ve
dig., 2001), flavonoid glikozidler, flavonol glikozidler (Bedir ve dig, 2000) ve
izoflavonlar (Shirataki ve dig., 1997)] dr. Fenolik bilesiklerden izoflavonlarin
(kalikosin, afromormosin, isorhamnetin, ramnositrin, formononetin, odoratin) antiviral

ve antioksidan aktivitelerden sorumlu oldugu belirlenmistir (Toda ve Shirataki, 1998).

Igerdikleri 6nemli kimyasal maddelerin yani sira Astragalus bitkilerinin kitre zamki1
(yapiskan 6zellige sahip 6z su) nedeniyle lilkemiz agisindan ayr1 bir ekonomik dnemi
vardir. Yapiskan, sikilastricy, emiilsifiye edici ve katilastirici ajan olarak tip, dis
hekimligi, tekstil ve gida endiistrisinde kullanilan kitre zamki, pek ¢ok iilkeye ihrag¢
edilmesi dolayisiyla Tiirkiye’nin 6nemli ekonomik bitkisel {iiriinlerinden biridir.

Tiirkiye, Iran ile birlikte hemen hemen tiim diinyanm ihtiyacii karsilayacak olgiide
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kitre zamk1 tretmektedir (Dogan ve dig., 1985; Baytop, 1999). Tirkiye’de Astragalus
kokleri ayrica antiperspirant, diliretik, tonik olarak ve diabet, nefrit, 16semi ve uterus

kanserlerinin tedavisinde geleneksel ilag¢ olarak kullanilmaktadir (Bedir ve dig., 1998).

2.6.1. Astragalus chrysochlorus

Cesitli tez ve arastirma projeleri kapsaminda, on yili1 agkin siire boyunca arastirma
grubumuz tarafindan lizerinde calsilan Astragalus chrysochlorus (Leguminoseae)
bitkisinin (Sekil 2.6) bugiine kadar doku kiiltiirli sistemleri kurulmus (Turgut-Kara ve
Ari, 2008; Hasangebi ve dig. 2011), transgenik kok kiiltiirleri elde edilmis (Hasangebi,
2003), sitotoksik, antioksidan ve fagositik aktiviteyi artwrici etkileri belirlenmis
(Hasangebi, 2003; Karagdz ve ark., 2007), bir elisitor olan maya 0ziitii etkisiyle
stispansiyon kiiltiirlerinde PAL (fenilalanin amonyak liyaz) enzim aktivitesi ve total
fenolik iceriginin (Cakwr ve Ari, 2009) arttifi saptanmig, maya Oziitliniin kullanildigi
biyotik stres c¢alismasinda “differential display” metodu ile hiicre siispansiyon
kiiltiirlerinde C4H (sinnamat-4-hidroksilaz) geninde anlatim farklilig1 belirlenmis
(Turgut-Kara, 2007) ve Astragalus chrysochlorus’un sekonder selenyum biriktiricisi

oldugu saptanmistir (Ar1 ve ark., 2010).

Sekil 2.6. Sertavul-Mersin’de yetisen Astragalus chrysochlorus bitkisi
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. BITKi MATERYALI VE DOKU KULTURU

Bitkisel materyal olarak kullanilan Astragalus chrysochlorus Boiss & Kotschy tohumlar1
Haziran 2004 yilinda Sertavul’dan (Karaman-Mut aras1 35 km; 1600-1610 m) toplanmus
ve Prof. Dr. Tuna Ekim tarafindan teshis edilmistir (ISTF no: 40006).

Familya: Leguminosae (Fabaceae)
Cins: Astragalus

Tiir: Astragalus chrysochlorus, Boiss & Kotschy

3.1.1. Besiyeri ve Kiiltiirleme Kosullan

Bu tez kapsaminda SMT geninin varhigr molekiiler diizeyde arastirildi. Bu amagla
bitkiler doku kiiltiirii kosullarinda 1 ppm, 5 ppm ve 25 ppm konsantrasyonda sodyum
selenat iceren ve kontrol olarak sodyum selenat icermeyen MS (Murashige ve Skoog,

1962) besiyerlerinde yetistirildi.

A. chrysochlorus’un doku kiiltiirii i¢in kullanilan MS temelli besiyerleri Tablo 3.1°de
verildi. MS besiyerleri hazrlanirken, inorganik tuzlar icin Sigma’nin (M-5524) toz
halindeki preparatlar1 kullanildi. 4.4 g’lik MS preparat icerikleri 900’er ml distile su
kullanilarak tamamen ¢oziindiiriildikten sonra bu ¢ézeltilere 30 g sukroz ilave edildi ve
distile su ile hacim 1 litreye tamamlandi. Cozeltilerin pH’lar1 0.1 ve 1 N NaOH ile pH-
metre yardimiyla 5.7-5.8’¢ ayarlandi ve bu cozeltilere % 0.8 agar ilave edildi
Hazirlanan kat1 besiyerleri otoklavda (121°C, 1.2 atmosfer basingta, 15 dakika) steril
edildi. Sterilizasyon isleminden sonra besiyeri ¢ozeltileri 50-60 °C’ye kadar sogutuldu
ve lzerlerine 0.22 pum por agikhigma sahip Millipore (Millex-GS) filtre ile steril edilmis
1 mg/ml derisimdeki stok vitamin ¢ozeltisi (Sigma M-3900)’den 1 ml eklendi. Su i¢inde
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100 ppm konsantrasyonda hazirlanmis sodyum selenat stok ¢ézeltisinden uygun miktar
otoklavlanmadan 6nce besiyerlerine eklendi.

Bitkilerin yetistirilmesi i¢in bitki biiylitme kabini [25+°C, 16 saat 151k/8 saat karanlk,
1400 lux (Heraeaus, Votsch, No:440/0026/86)] kullanild:.

Tablo 3.1. Astragalus chrysochlorus doku kiiltiirii i¢cin kullanilan MS temelli
besiyerlerinin kimyasal icerigi (besiyerlerinin pH’lar15.7-5.8 dir)

iCERIK MS (mg/l)
NH4NO; 1650.0
KNO; 1900.0
CaCl, 332.2
MgSO4 180.0
KH,POy4 170.0
Na,EDTA 37.26
FeSO,4.7H,O 27.80
MnSO,4.H,O 16.90
ZnS0,4.7H,0 8.60
H;BO; 6.20
KI 0.83
NazMOO4.2H20 0.25
CuS04.5H,0 0.025
CoCl,.6H,O 0.025
Thiamin.HCI 0.1
Nikotinik asit 0.5
Pridoksin.HC1 0.5
Glisin 2.0
Myo-inositol 100.0
Sukroz 30000
Agar 8000

3.1.2. Tohumlarin Cimlendirilmesi

A. chrysochlorus tohumlar1 yiizey sterilizasyonundan 6nce bir gece saf suda bekletildi.
Yiizey sterilizasyonu i¢cin tohumlar swrasiyla % 70°lik etil alkolde 1 dakika, % 5’lik
ticari camasir suyunda (% 2’lik sodyum hipoklorid iceren) 15 dakika birakildi. Sodyum
hipokloridin uzaklastirilmasi i¢in ise tohumlar en az 15’er dakika olmak tiizere 3 kez
steril distile su ile yikandi Bu sekilde steril edilen tohumlar, 1, 5 ve 25 ppm sodyum
selenat iceren MS besiyerlerine ve besiyerlerinden su kaybini engellemek i¢in Parafilm
ile kusatilan 9 cm c¢apli Petri kaplarma 10’ar adet ekilip, bitki biiylitme kabininde

cimlenmeye birakild.
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3.2. RNA iZOLASYONU

I, 5 ve 25 ppm sodyum selenat iceren ve sodyum selenat icermeyen (kontrol)
besiyerlerinde c¢imlendirildikten sonra 30 giin inkiibe edilmis bitkiler RNA
izolasyonunda kullanildi. RNA izolasyonunda RNaz aktivitesini inhibe etmek i¢in
izolasyonda kullanilacak pipet uglari, mikro tiipler gibi plastik ve diger malzemeler iki
kez otoklavlandi. Cozeltilere ise % 0.1 v/v oraninda RNaz inhibitdrii olan Dietil
pirokarbonat (DEPC, Sigma, D-5758) ilave edildi. DEPC’lLi ¢ozeltiler bir gece
bekletildikten sonra otoklavland:.

RNA izolasyonu “One Step RNA Reagent” (Bio Basic Inc., BS409) kullanilarak

tireticinin Onerdigi islemlere gore asagidaki gibi yapildi.

3.2.1. Homo jenizasyon

Farkli konsantrasyonlarda sodyum selenat iceren besiyerinde 30 giin inkiibe edilmis
bitkilere ait ve -70 °C’da saklanan 6rnekler soguk havan ve sivi nitrojen kullanilarak toz
haline getirildi. Toz haline getirilen 6rnekler 100 mg doku 6rnegi bagma 1 ml “One Step
RNA Reagent” kullanilacak sekilde homojenize edildi.

3.2.2. Faz Ayrim

Homojenize edilen 6rnekler, nukleoprotein komplekslerinin tamamen ayrilmasi i¢in oda
sicakhiginda 5 dakika bekletildi. Daha sonra her 1 ml “One Step RN A Reagent” i¢in 0.2
ml kloroform eklendi. Tiiplerin kapaklar1 parafilm ile sikica kapatildiktan sonra 15
saniye elle ters diiz edildi ve oda sicakliginda 3 dakika bekletildi. Ornekler 12.000 xg de
4 °C’da 15 dakika santrifiij edildi. Santrifiijjden sonra karigim ii¢ faza ayrilds; alt faz
(fenol kloroform fazi), orta faz (beyaz ara faz) ve RNA’y1 iceren sulu {ist faz. 100 mg
doku tizerine 1 ml Tripure reagent eklendi ve homojenize edildi Karigim 12.000 xg’de
10 dakika santrifiij edildikten sonra {ist stv1 yeni bir tiipe alindi. Ornek 5 dakika oda
sicakliginda bekletildi. Kullanilan her 1 ml Tripure reagent i¢in 0,2 ml kloroform
eklendi ve 15 saniye karigtrildi. Tiipler oda sicakliginda 10-15 dakika inkiibe edildikten
sonra 12.000 xg’de 15 dakika santrifiij edildi. Renksiz iist faz yeni bir tiipe alindi. 0,5
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ml izopropanol eklendi. Tiipler birkac kez ters ¢cevrilerek karistirildi ve oda sicaklhiginda
10-15 dakika bekletildi. 12000 xg’de 10 dakika santriflij yapildiktan sonra st sivi
uzaklastirild1 ve pellet DEPC’li suda ¢6ziildii.

3.2.3. RNA’mn Coktiiriilmesi

RNA’y1 iceren sulu iist faz yeni bir tiipe aktarildi. Sulu fazdaki RNA, izopropil alkol ile
karstrilarak ¢oktiiriildii. “One Step RNA Reagent”mn her 1 ml’si i¢in 0.5 ml izopropil
alkol kullanild1. Ornekler oda sicakhgmda 10 dakika inkiibe edildi Daha sonra 12.000
xg’de 4 °C’da 10 dakika santrifiij edildi. Cokelen RNA, tiipiin dibinde jel gdriiniimli
cokelti olusturdu.

Cokelmis RNA’y1 igeren tiiplerden list siv1 atildiktan sonra RNA ¢okeltisi % 75 etil
alkol ile bir kez yikand1. Kullanilan her 1 ml “One Step RNA Reagent” icin 1 ml % 75
etil alkol kullanildi. Daha sonra, RNA ¢okeltisi tliplerin kapaklar1 agik olacak sekilde
oda sicakliginda yaklagik 15 dakika kurutuldu. Kurutma isleminden sonra RN A iizerine
DEPC’1i steril ddH20 ilave edildi. Daha sonra RNA’nin ¢6ziinmesi i¢in tiipler 55 °C’lik

subanyosunda 10 dakika inkiibe edildikten sonra nazik¢e karigtirilarak siispanse edildi.

3.2.4. RNA Miktarnmn ve Safligimin Belirle mesi

RNA o6rnekleri DEPC’li ddH20 ile toplam 200 pl olacak sekilde 1/100 oraninda
sulandirildi. Daha sonra spektrofotometre cihazi (Microquant spektrofotometre,
Biotech) 260 ve 280 nm dalga boylarina ayarland1i ve 96 kuyucuklu mikro plate
kullanilarak (Thermo, 05460115) absorbans degerleri 6l¢iildii. RNA’larin miktar tayini,
260 nm dalga boyunda Olgiilen absorbans degerlerine gore yapildi RNA’larm
konsantrasyonu asagida verilen formiile gére hesaplandi:

1 A260: 40 ug/ml RNA

RNA (ug/ml)= A6 x sulandirim kat sayisi x 40

Saflik kontrolii i¢in ise A260/A280 oram kullanildi. A260/A280 orani 1.8-2.0 olan RNA’lar
safolarak kabul edildi.
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3.3. AGAROZ-FORMALDEHIT JEL ELEKTROFOREZi

RNA oOrneklerinin miktar ve saflik tayini yapildiktan sonra total RNA’nin biitiinligiiniin
degerlendirildigi kalitatif analizler icin % 1 agaroz-formaldehit jel elektroforezi
kullanildi. RNA’nin denatiire kosulda, yiiriitiilmesi i¢cin formaldehit igeren MOPS [3-

(Nmorfolino) propansiilfonik asit] tampon sistemi kullamldi. Islem Maniatis ve dig.
(1982)’de belirtildigi gibi gerceklestirildi.

Jel igerigi 40 ml hacimli jel i¢in asagidaki gibidir.
e Agaroz (Sigma, A-5073) 0.4 g

e DEPC’li ddH20 29.6 ml

e 20XMOPS 2 ml

e Formaldehit (Sigma, F-8775) 7 ml

0.4 g agaroz 29.6 ml DEPC’li distile su i¢inde mikrodalga firinda eritildikten sonra 50-
60 °C’a kadar sogutuldu. Uzerine 2 ml 20x MOPS, 7 ml formaldehit ve 2 pl EtBr (10
mg/ml) ilave edilerek karistirildi (Tablo 3.2). 20 pl hacimli kuyucuk olusturan tarak
yerlestirilerek hazirlanmis jel kaseti (6x9 c¢cm) (Thermo, EC320) i¢erisine jel karigmm

dokiilerek, ¢eker ocak i¢cinde polimerize olmas1 i¢in bekletildi.

Polimerize olan jel ylirlitme tamponunun bulundugu tanka alindi 5 pl RNA ornegi,
tizerine 5 ul RNA denatiirasyon tamponu eklendikten sonra 65°C’da yaklasik 10 dakika
denatiire edildi. Bu siire sonunda hemen buza alman 6rnekler burada yaklasik 2 dakika
bekletildi. Daha sonra RNA ornekleri 2 pl yikleme tamponu (Fermentas, R0641) ile
karistirildiktan sonra kuyucuklara yiiklendi (kuyucuk basma 5 pl). Elektroforez islemi

40 V sabit giicte, 1,5 saat sliresince gerceklestirildi. Yiiriitme isleminde kullanilan

tampon ¢ozeltiler Tablo 3.2°de verildi.
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Tablo 3.2. Agaroz-Formaldehit jel sisteminde kullanilan tampon ¢ozeltiler ve igerikleri

Tampon/Kimyasal adi Icerik Miktar/Konsantrasyon Marka ve Kod No.
20x MOPS tamponu (pH  MOPS 400 mM Sigma, M-3183
7.0) Sodyum asetat 160 mM Sigma, S-2889
e o voeo . EDTA 20 mM Sigma, E-5134
otoklavda steril edilmistir)

Formamid 10 ml Sigma, F-7508
RNA denatiirasyon Formaldehit 3.5ml Sigma, F-8775
tamponu 10x MOPS 15

Sml

tamponu
Etidyum Bromiir Etidyum Bromiir 10 mg/ml Sigma, E-7637

10x MOPS 30 ml
Yiiriitme tamponu Formaldehit 5.4 ml Sigma, F-8775

DEPC’lidistile su  264.6 ml

3.4. SMT GENi COGALTIMI iCiN ¢cDNA SENTEZi

Farkli konsantrasyonlarda sodyum selenat iceren besiyerlerinde yetistirilen A.
chrysochlorus bitkilerinden izole edilen RNAlar kullanilarak iki ¢esit cDNA sentezi
yapildi. Bunlar;

A- 5'RACE PZR i¢in sentez edilen cDNA’lar,

B- 3' RACE PZR, 5' PZR ve SMT geninin tamamimimn ¢ogaltilmas1 i¢in kalip olarak
kullanilan cDNA’lar olarak smiflandirild1

Bu tez calismasinda sentezlenen cDNA g¢esitleri ve bu cDNA’lar kullanilarak yapilan

PZR’ler sekil 3.1°de sematize edildi.
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3.4.1. 5' RACE PZR i¢in cDNA Sentezi

SMT geninin 5' bolgesinin ¢ogaltilmas1 amaciyla yapilan 5' RACE polimeraz zincir
reaksiyonlarmda kullanilmak {tizere, cDNA sentezi, 5'/3' RACE (Rapid Amplified
cDNA Ends Kit, 2nd Generation, Roche, 03 353 621 001) kiti kullanilarak, treticinin
onerdigi islemlere gore yapildi cDNA sentezi reaksiyonunda kullanilan bilesen
miktarlar1 ve reaksiyon agamalar1 Tablo 3.3 °de belirtildi. Bilesenler tiiplere ilave edilme
srasma gore verildi (Tablo 3.3). Reaksiyonda kullanilan bilesenler 500 pl'lik PZR
tiipiinde karistirildi.

Tablo 3.3. cDNA sentez tiiplerinde bulunan bilesenler, bu bilesenlerin icerikleri ve
reaksiyon sirasinda kullanilan miktarlar1.

Reaksiyon Bilesen]eri 5' RACEicin 3' RACE ve Diger Polimeraz Zincir
Bilesen Reaksionlari icin Bilesen
miktarlari miktarlari
cDNA sentez tamponu (250 mM 4 ul 4wl

Tris-HC1, 40 mM MgCl,, 150 mM
KCl, 5 mM Dithiotreitol, pH 8.5)

Deoksiniikleotid karigimi (10 2 ul 2 ul
mM)

1. primer (spl) 1 ul -
2. primer (oligo T) - 1 ul
total RNA (2 pg) 1 ul 1w
Revers Transkriptaz 1 ul 1 ul
Distile su 11 pl 11 pl
Toplam 20 wl 20 wl

Sp1 primerine ait dizi Tablo 3.5’de verilmistir.
e 55°C’da 60 dakika RT (Revers transkripssiyon) reaksiyonu gerceklestirildi.

e 85°C’da5 dakikada reaksiyon sonlandirildi ve 6rnekler buza alind1.

5' RACE PZR icin sentez edilen cDNA’lar ‘High Pure PCR Product Purification
Kit’(Roche, 11 732 668 001) ile iireticinin dnerdigi yontemle saflastirildi. Saflagtirma
islemi asagidaki gibi yapildi:

1. Sentez edilen cDNA karigimma 100 pl baglanma tamponu eklendi ve
karigitirildi

2. Elde edilen karisim ‘High pure filter tube’ kolonu i¢ine aktarildi ve 6.000
rpm’de 1 dakika santrifiij edildi, sliziintii atild1.
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3. Tiplere 500 pl ‘yikama tamponu’ eklendi ve tiipler 6.000 rpm’de 1 dakika
santrifiij edildi, stizlintii atild1.

4. Tiplere 200 pl ‘yikama tamponu’ eklendi ve tiipler 14.000 rpm’de 2 dakika
santrifiij edildi, stizlintii atild1.

5. Kolonlar elusyon tiiplerine alind1.

6. Tiplere 50 ul elusyon tamponu eklendi ve 14.000 rpm’de 1 dakika
santrifiijiin ardindan DNA’nin saflagtirma islemi tamamlanmis oldu.

Biitiin islemler igin Wisespin CF-10 masaiistii mikrosantrifiij kullanild1.

3.4.1.1. 5' RACE PZR i¢in Sentez Edilen cDNA 'lara PoliA Kuyrugu Eklenmesi

Bo6lim 3.4.1°de anlatildig1 gibi sentez edilen ve saflastrilan cDNA’larin 5' RACE
polimeraz zincir reaksiyonlarinda kullanilabilmesi i¢cin 5' uglarma poliA kuyrugu
eklendi. Bu reaksiyonda kullanilan bilesen miktarlar1 Tablo 3.4’de ve reaksiyon

asamalar1 asagida belirtildi.

Tablo 3.4. 5' RACE PZR’de kullanilacak cDNA’lara poliA kuyrugu eklenmesi i¢in
gerekli bilesenler, bu bilesenlerin igerikleri ve reaksiyon sirasinda kullanilan miktarlar1

Reaksiyon Bilesenleri Bilesen
miktarlan

Reaksiyon tamponu (100 mM 2.5 u

Tris-HCL 15 mM MgC12,

500 mM KCl, pH 8.3)

dATP (2 mM) 2.5 u

Boliim 3.4.1.de saflagtrilan

cDNA 19 ul

Toplam 24 ul

o Karigim 94°C’de 3 dakika inkiibe edildi.

e Ornekler buza alindi.

e 1 plterminaltransferaz (80 U/ pl) eklendi.

e 37 °C’ de 20 dakika inkiibasyonun ardindan sicaklik 70 °C’ye c¢ikarildL
Omnekler 10 dakika bu sicaklikta tutularak reaksiyon sonlandirild1.
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Bu reaksiyon sonucunda elde edilen cDNA’lar 5' RACE PZR reaksiyonlarinda kalip
olarak kullanild1.

3.4.2. 3' RACE ve Diger Polimeraz Zincir Reaksionlar1 icin cDNA Sentezi

SMT geninin 3' bolgesinin ¢ogaltilmas1 amaciyla yapilan 3' RACE polimeraz zincir
reaksiyonlarinda, aynm1 genin 5' bdlgesinin (5' PZR) ve genin tamaminn (SMT PZR)
cogaltilmas1 amaciyla yapilan polimeraz zincir reaksiyonlarinda kullanilmak iizere
cDNA sentezi ‘5'/3' RACE (Rapid Amplified cDNA Ends Kit, 2nd Generation, Roche,
03 353 621 001) kiti kullanilarak, treticinin 6nerdigi islemlere gore yapildi cDNA
sentezi reaksiyonunda kullanilan bilesen miktarlar1 ve reaksiyon agsamalar1 Tablo 3.3’de

belirtildi. Reaksiyonda kullanilan bilesenler 500 ul’lik PZR tiipiinde karistirildi.

3.5. SMT GENi SENTEZi

SMT geninin sentezi i¢cin 3.4.1 ve 3.4.2 bolimlerinde anlatildigi bigimde sentezlenen
cDNA’lar kullanildi. Bu cDNA’lar ile yapilan PZR’lerde kullanilan primerler Tablo 3.5°de
verildi. Bu primerlerden 5 RACE PZR, 3' RACE PZR, 5' PZR ve SMT PZR i¢in
kullanilanlar, NCBI veritabaninda bulunan Astragalus bisulcatus, A. racemosus, A.
pectinatus, A. drummondii, A. ceramicus ve A. leptocarpus bitkilerine ait SMT genlerinin
ortak dizilerinden ve 4. chrysochlorus’da Ar1 ve dig. (2010) tarafindan belirlenmis SMT

geni pargasindan yararlanilarak tasarlandi
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Tablo 3.5. PZR’de kullanilan primer dizileri

Gene 0zgii birinci primer (spl)

Gene ozgii ikind primer (sp2)

5' RACE
5' GCTTGATAAGATGCTGTG 3' 5'CT AGATAAT CAAGAT GCT CC 3'
Primer 1 Primer 2 (oligoT)
3' RACE
5'TAGT GGT GATT CAAT AGAGG 3' 5'GACCACGCGT AT CGAT GT CGACTTTTTTTTTTT
TTTTTTV3' V=A,C, G
Primer 3 Primer 4
5'PZR 5'AT GT CGT CGT CATT GATAACC 3' 5' GCCAAATAAGCGCCAT AGCTC 3'
ileri Geri
SMT Genini Primer C:
cogaltmak icin Primer A: 5'TCACTTT GCAGAAAAAGT AGGAGATTGAC 3'
tasarlanan 5" ATGTCGT CGT CATTGAT AACCGATTTC3' | Primer D:
primerler Primer B (Klonlama igin kullan1lan): 5'TCACTTT GCAGAAAAAGGAGATT GACCGCT 3!
5" CACCAT GTI' CGT CGT CATT GAT AACCG 3' Primer E:
5'TCACTTT GT GGCAAGAGCAGGA GATTGACC3'
T7 promotor
bolgesine ait 5'TAATAC GACTCA CTATAG GG 3'
primer
Pn?lll(enlflleﬁ Ileri- 5' T GGT GT CAT GGTT GGT AT GG 3' Geri- 5 TACAT GGCAGGGACATT GAA 3'

3.5.1. RACE Polimeraz Zincir Reaksiyonlar

1 ppm sodyum selenat iceren besiyerinde 30 giin siireyle bitki biiylitme kabininde
inkibe edilmis bitkilerden izole edilen RNA’lar ters transkripsiyon (“reverse
transcription”) ile cDNA’ya cevrildi ve polimeraz zincir reaksiyonunda (PZR) kalip
olarak kullanildi. PZR islemleri toplam hacim 25 pl olacak sekilde reaksiyon
bilesenlerinin (Tablo 3.6) 0.5 ml’lik mikrotiiplere konmas1 ve tiiplerin PZR cihazinda
uygun sicaklik derecelerinde tutulmasiyla ger¢eklesti PZR islemini gergeklestirmek
amactyla tiiplere swrastyla steril distile su, 10x reaksiyon tamponu, MgChL, dNTP
karigim, primerler (5' RACE i¢in sp2 ve primer2, 3' RACE i¢in primerl ve primer2),
kalpp cDNA (5' RACE i¢cin Boliim 3.4.1°de, 3' RACE i¢in Boliim 3.4.2°de sentezlenen)
eklendikten sonra PZR cihazi uygun program ile ¢alistirildi (Tablo 3.7). PZR islemleri
“5'/3'" RACE (Rapid Amplified cDNA Ends) Kit, 2nd Generation” (Roche, 03 353 621

001) kullanilarak iireticinin 6nerdigi islemlere gére yapildi
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Tablo 3.6. PZR tiiplerinde bulunan bilesenler, bu bilesenlerin igerikleri ve reaksiyon
srasinda kullanilan konsantrasyon/miktarlar1

3"RACE PZR 5"RACE PZR 5"PZR SMT ve Aktin
Reaksiyon Bilesenleri ve Konsantrasyon/ Konsantras- Konsantras- PZR
Konsantr asyonlari Miktar yon/Miktar yon/Miktar Konsantrasyon
/Miktar
25 pl’yetamamlayacak | 25 pl'yetamamlayacak | 25 pl'yetamamlayacak | 25 pl’yetamamlayacak |
Su kadar kadar kadar kadar
10x PZR Reaksiyon tamponu
[10mM Tris-HCI (pH 8.3), 25 ul(1x) 25 ul(1x) 25 pl(1x) 25 pl(1x)
50mM KCl, %0,01 (w/v) Jelatin |
25mM MgCl, 2 ul 1-152253 ul 3l 3l
dNTP kansim 10 mM 10 mM 10 mM 10 mM
. . . 10 pmol (primerA)
ileri primer 10 pmol (primer 1) 10 pmol (sp2) 10 pmol (primer3) o
* Aktin ileri primeri
10 pmol (primer C
) ) ) veya primer D veya
Geri primer 40 pmol (primer 2) 40 pmol (primer 2) 10 pmol (primer4) .
primer E)
* Aktin geri primeri
Kalip [T T 2 ul Tl
Taq DNA Polimeraz veya
0,1ul 0,lul 02 pl 02 pbe*
‘Phusion’ polimeraz ** (S u/ pl)
* Aktin PZR i¢in kullanilan primerler
Tablo 3.7. PZR kosullar1
3"RACE 5" RACE 5"PZR SMT ve
PZR B asamag1 PZR PZR Kosullar: Aktin PZR
Kosullar: Kosullar: Kosullar:
On Denatiirasyon . . . .
2 dakika 2 dakika 2 dakika 30 saniye
94 °C)
Denatiirasyon (94 °C) 30 saniye 30saniye 30 saniye 5 saniye
49 °C’ de 30 49-57 °C’ de 52°C’ de 30 55°C de 30
Primer Baglanma
saniye 30 saniye saniye saniye
Uzama (72 °C) 30 saniye 30 saniye 30 saniye 30 saniye
Dongii 30 30 30 30
Son Uzama (72 °C) 10 dakika 10 dakika 5 dakika 5 dakika
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3.5.2. Selenosistein Metiltransferaz Geninin 5' Ucuna Yonelik Gerceklestirilen

Polimeraz Zincir Reaksiyonu

1 ppm sodyum selenat igeren besi ortaminda 30 giin stireyle yetistirilen Astragalus
chrysochlorus tohumlarindan elde edilen RNA’lar kullanilarak, Bolim 3.4.2.°de
sentezlenen cDNA’lar PZR’de kalp olarak kullanildi Reaksiyonda kullanilan
primerler, primer3 ve primerd, A. bisulcatus, A. racemosus, A. pectinatus, A. drummondii,
A. ceramicus ve A. leptocarpus bitkilerine ait SMT genlerinin ortak dizilerinden
yararlanarak tasarlandi (Tablo 3.5). PZR 500 pl’lik tiiplerde gerceklestirildi. Reaksiyon
kosullar1 ve kullanilan bilesenler Tablo 3.6’da ve Tablo 3.7’de verildi. PZR fiirlinleri

agarozjel elektroforeziyle analiz edildi.

3.5.3. SMT Geninin PZR ile Cogaltimu

SMT geninin tamamimi ¢ogaltmak amaciyla yapilan PZR 500 ul’lik PZR tiiplerinde
gerceklestirildi. PZR’de kalip olarak 1, 5, 25 ppm sodyum selenat varliginda yetistirilen
Astragalus chrysochlorus tohumlarmdan elde edilen RNA’lar araciligiyla sentezlenen
cDNA’lar kullanildi. Reaksiyonda ileri primer A, geri primer olarak sentezletilen 3
farkli primer (primer C, primer D, primer E) kullanildi (Tablo 3.5). Reaksiyonda
kullanilan bilesenler Tablo 3.6’da, reaksiyon kosullar1 Tablo 3.7°de verildi DNA
polimeraz olarak ‘proofreading’ (hatalar1 diizeltme) 6zelligi olan Phusion polimeraz

(NEB, F-530) kullanild1.

Bitiin  PZR reaksiyonlar1 “Techne TC-3000” marka PZR cihaz1 kullanilarak

gerceklestirildi. PZR iiriinleriagaroz jel elektroforeziyle analiz edildi.

3.6. AGAROZJEL ELEKTROFOREZI

PZR iiriinlerinin kalitatif analizi i¢cin % 1’°lik agaroz jel elektroforezinden yararlanildi
DNA’nin agaroz jelde yiiriitiilmesi icin 1 XTAE tampon sistemi kullanild1 (Tablo 3.8).
Islem Maniatis ve dig. (1982)’de belirtildigi gibi gergeklestirildi.
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Tablo 3.8. Agaroz jel elektroforezinde kullanilan yiiriitme tampon ¢ozeltisi ve igerigi

icerik
Yiiriitme tampon ¢dozeltisi [SX/1 L,
Tris-asetat (TAE) tampon ¢ozeltisi pH Miktar Marka ve Kod numar as1

8.0

(ph%| ayarlamast IN NaOH ile yapilmistir,)

Tris-base 242 g Sigma, T-8524
Glasiyel asetik asit 57.1 ml Sigma, A-9967
0.5M EDTA pH 8.0 100 ml Sigma, E- 5134

0.4 g agaroz (Sigma, A-5073) 40 ml 1 XTAE i¢inde mikrodalga firinda ¢ozdiiriildiikten
sonra 50-60 °C’ye kadar sogutuldu. Daha sonra iizerine 2 pl EtBr (10 mg/ml) ilave
edilerek karistirildi. 40 pl hacimli kuyucuk olusturan tarak yerlestirilerek hazirlanmis
(6x9 cm) (Thermo, EC 320) jel kasetine jel karigimi dokiilerek sogumaya birakild1

Polimerize olan jel, yiiriitme tampon ¢ zeltisinin (1XTAE) bulundugu tanka alindi. PZR
iriinlerinin 5 pl’si 1 pl yikleme tamponu (Fermentas, R0611) ile karistirilarak
kuyucuklara yiiklendi. Elektroforez iglemi 80 V sabit giicte, 40 dakika siiresince
gerceklestirildi

3.7. PZR URUNLERININ SAFLAS TIRILMASI

PZR sonucu elde edilen iiriinler (20 pl) agaroz jele yiklendi ve elektroforez iglemi ile
ayristrildi. Cogaltilan bantlar UV altinda goriintiilendikten sonra agaroz jelden geri
alinarak saflastirild. Saflastirma islemi, ‘FavorPrep'™ Gel Purification Mini Kit”
(Favorgen, FAGPKO001) kullanilarak iireticinin dnerdigi protokole gore asagidaki gibi
yapildr:

1. DNA bantlari, steril bir bistiiri ucu ile kesilerek 1.5 ml’lik mikrosantrifiij
tiplerine yerlestirildikten sonra her bir 6rnek icin tiplere 300 ul ‘FAGP
tamponu’ eklendi ve tiipler 15 dakika 55 °C’lik su banyosunda bekletildi.

2. Elde edilen karisim FAGP kolonuna yiklendi ve 6.000 rpm’de 1 dakika
santrifiyj edildi, stiziintii atild1.

3. Tiplere 750 pl ‘yikkama tamponu eklendi ve tiipler 6.000 rpm’de 1 dakika

santrifiyj edildi, stiziintii atild1.
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4. Tipler 14.000 rpm’de 3 dakika santrifiij edildi.

5. Tipilin altinda kalan stvi atild1 ve kolonlar elusyon tiiplerine alind1.

6. Tiplere 30-40 pl elusyon tamponu eklendi ve 14.000 rpm’de 1 dakika
santrifiijiin ardindan DNA’nin saflagtirma iglemi tamamlanmis oldu.

Biitiin islemler i¢in Wisespin CF-10 masaiistii mikrosantrifiij kullanild1.

3.8. SELENOSISTEIN METIL TRANSFERAZ (SMT) GENINE AIiT
POLIMERAZ ZINCIiR REAKSIYONU (PZR) URUNLERININ DizZi VE
HOMOLOJI ANALIZLERi

1 ppm sodyum selenat iceren besiyerinde 30 giin siiresince yetistirilen bitkilerden izole
edilen RNA’lar ters transkripsiyon (“reverse transcription”) ile cDNA’ya ¢evrildi ve
polimeraz zincir reaksiyonunda (PZR) kullanildi. PZR iirlinlerinin dizi analizi,
reaksiyonda kullanilan primerler araciligi ile ‘ABI PRISM 310 Genetic Analyser’ aleti
kullanilarak IONTEK tarafindan gerceklestirildi ve dizi bilgileri ‘Chromas 3’ programi
ile elde edildi. Dizileme sonuglarindan elde edilen gen dizilerinin homolojileri, BLAST
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/) analizi yapilarak tespit edildi Niikleotit
dizilerinin amino asit karsiliklarmmn farkli okuma c¢ergeveleri ile yapilan
karsilagtirmalar1 sonucu, dizilerin hangi organizmada, hangi proteinlerle benzerlik
gosterdikleri arastirildi. Aminoasit dizilerinin belirlenmesi igin EMBL sitesinde bulunan
‘TRANSEQ’ programi kullanildi. Aminoasit dizilerinin karsilagtirilmasi i¢in ise &ncelikle
NCBI'nin sitesindeki "protein BLAST" programi kullanilarak elde edilen aminoasit
dizilerine benzerlik ve homoloji gosteren diziler belirlendi. Ayrica ‘clustalw’ programi
kullanilarak SMT geninin hem DNA hem de aminoasit dizilerine yonelik homoloji
analizleri yapildi. AcSMT olarak adlandirilan Astragalus chrysochlorus’a ait olas1 SMT
proteininin 3 boyutlu yapisi ise bilgisayar ortaminda SWISS-MODEL Web-based tool
(http://swissmodel.expasy.org/workspace/index.php, Guex ve Peitsch, 1997, Schwede
ve dig. 2003, Arnold ve dig. 2006) ile elde edildi.
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3.9. SMT GENININ FARKLI SOD YUM SELENAT
KONSANTRASYONLARINDA ANLATIMININ ANALIZI

SMT genine ait dizi saptandiktan sonra, 1, 5 ve 25 ppm konsantrasyonda sodyum
selenat iceren ve kontrol bitkilerinden izole edilmis RNAlardan Bolim 3.4.2°de
anlatildig1 gibi sentezlenen cDNA’lar ile PZR vyapildi. Farkli sodyum selenat
konsantrasyonlarmm SMT geninin anlatimi iizerindeki etkileri arastrildi. PZR
islemlerinde kullanilan kosullar ve bilesenlerin konsantrasyonlart1 Bolim 3.5.3’te
verildi. Ayni kosullar kontrol olarak kullanilan aktin geninin c¢ogaltilmasi i¢in de
kullanildi. PZR iiriinlerinin kalitatif analizi i¢in % 1’lik agaroz jel elektroforezinden
yararlanildi. Jeller densitometrede (GS-800 Calibrated Densitometer, BIO-RAD)
‘Quantity One™ SW’ yazilimi kullamilarak analiz edildi.

3.10. cDNA’NIN pET100/D-TOPO® VEKTORUNE KLONLANMASI

Astragalus chrysochlorus’dan izole edilen SMT geni, Champion™ pET Directional
Expression Kit (Invitrogen, K100-01) kullamlarak pET100/D-TOPO® vektoriine
cogaltilmak, dizilemek ve anlatim ¢alismalarinda kullanilmak {izere klonland1 (Sekil

3.2).
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Mhe |

3 >
2 —
Ypmss™ COC TT aaG GGC I
ﬁm RBS | ATG  6xHis GSme (C00 Rovwes am,

Bolge
T7 promotor 209-225
Lac operator (lacO) 228-252

Ribozom Baglanma Bolgesi 282-288
Polihistidin (6xHis) Bolgesi 309-326

Xpress' ™ Epitop 366-389
Klonlama Bolgesi 396-409
T7 terminator 427-555
Ampisilin direng geni 955-1815

Sekil 3.2. pET100/D-TOPO® vektoriiniin haritasi

3.10.1. cDNA’mn pETlOO/D-TOPO® Vektorii ile Ligasyonu

TOPO TA® klonlama sisteminde ligasyon topoizomeraz I enzimine dayali yontemle
gerceklesir. Vaccinia virus topoizomeraz I spesifik olarak 5'-(C/T)CCTT-3' pentamerik
dizisini tanr ve 3" timidinin fosfat grubu ile kovalent bag olusturur. Topoizomeraz I
DNA’nin tek zincirinin kirilmasmi saglar ve DNA’nin gevsemesini kolaylagtirr. Bu
sekilde enzim de DNA’dan ayrilir. Topoizomeraz I’in bu dzelliklerinden dolayr TOPO®
vektori linear bir halde bulunur. Vektériin T7 promotor bolgesinin arkasinda GTGG
dizisi yapiskan ug¢ olarak bulunmaktadir. PZR fiirliniiniin ¢ogaltilmasinda kullanilan ileri
primerin u¢ kisminda CACC dizisi igermesi ile, PZR iirlinlinlin vektore dogru yonde
girmesi saglanir. Bu sekilde, cogaltimda meydana gelen hatalar1 diizeltebilen bir

polimeraz enzimi ile ¢ogaltilan DNA dizisi vektore baglanarak ligasyon gerceklesir
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(Sekil 3.3). Ligasyon isleminde kullanilan bilesenler ve miktarlari Tablo 3.9°da

verilmistir. Ligasyon reaksiyonu tireticinin belirttigi islemlere gore yapilmistir.

Topoizomeraz
Tyr-274
o
—==-CCCTT CACC ATG NNN --- --- --- NNN BAG GG----
----GGGAAGTGG— GTGG TAC NNN --- --- --- NNN TTC CC-=--
Yapiskan dizi B
O
Topoizomeraz
----CCCTTCACC ATG NNN --- --- --- NNN ARG GG- ---
-———GGGAAGTGG TAC NNN --- --- -—- NNN TTC CC- ——-
&

Sekil 3.3. Champion™ pET Directional Expression K itinin isleyis semas:

Tablo 3.9. Ligasyon isleminde kullanilan bilesenler ve miktarlari

Bilesenler Miktarlari

Taze PCR iiriinii 0.5-4 ul

Tuzsoliisyonu (4 kat sulandirilmig) 1w

Steril su Toplam hacim 5 pl olacak kadar
TOPO® vektdr 1 ul

Ligasyon icin 6ncelikle 6 pl’lik Champion™ pET Directional Expression kiti klonlama
reaksiyon karigsimi Tablo 3.9’a gore hazirland1.

1. Ligasyon i¢cin kullanilan bilesenler Eppendorf tiipler i¢ine sirasiyla ilave

edildikten sonra tiipler nazik¢e karistirildi ve 5 dakika oda sicakhiginda

bekletildi. Siire sonunda (ligasyon gergeklestikten sonra) tiipler buz dolu bir

kaba alind1 ve transformasyon islemine kadar hazir halde bekletildi.
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2. pET100/D-TOPO® vektorine klonlanan c¢DNA’lar ve elde edilen
rekombinant plazmidler pET100/D-AcSMT olarak isimlendirildi.

3.10.2. One Shot® TOP10 Electrocomp™ E. coli Hiicrelerinin Elektroporasyon
Yoluyla pET100/D-AcSMT ile Transformasyonu

Rekombinant plazmitlerin transformasyonu igin Invitrogen Champion'™ pET
Directional Expression kitinden saglanan elektrokompetan E. coli hiicreleri (‘One Shot®
TOP10 Electrocomp™ E. coli’) kullanildi Transformasyon elektroporasyon yontemi ile
Multiporator (Eppendorf®) cihazi kullanilarak gerceklestirildi. Elektroporasyon islemi
asagidaki gibi yapildi.

1. -70 °C’da saklanmis olan kompetan E. coli hiicreleri buz i¢inde ¢6zilindiiriildii.

2. Her bir rekombinant plazmit i¢in bir dlcek kompetan E. coli hiicresi iceren
Eppendorf tiiplerine Champion'™ pET Directional Expression kiti klonlama
reaksiyonu sonucunda elde edilen, rekombinant plazmit igeren 2 pl klonlama
reaksiyon karisimindan eklenerek tiipler nazikge karstirildi ve karisim
elektroporasyon kiivetine aktarild1.

3. Ornekler 2.000 V’ta 1 atislik elektroporasyona ugratildi ve ardindan hemen buza
alind1

4. Hiicrelerin iizerine oda sicakliginda 250 pl klonlama kitinin igerisinde varolan
SOC (Hanahan, 1983) besiyeri eklendi ve karigim 15 ml’lik kiiltiir tiipiine alind1.

5. Tiiplerin agz1 parafilmle kapatilarak hiicreler, iiremeleri amaciyla 37 °C’lik
calkalamali etlivde 1 saat inkiibe edildi.

6. Hiicreler daha sonra 100 pg/ml ampisilin (Sigma, A-0166) iceren ve dnceden 37
°C’a kadar 1sitilmis LBA (Luria-Bertani Agar) (Tablo 3.10) besiyeri iceren Petri
kaplarina 10-50 plolacak sekilde yayma yontemi ile ekildiler.

Tablo 3.10. Luria-Bertani (LB) (pH 7.2) besiyeri yapiminda kullanilan bilesenler ve miktarlar1

LBA LB Markas1 ve
Blles enler Kons antrasyon Kod No.
(W/v)
Tripton % 1 % 1 Difco, 211705
Maya 6ziitii % 0.5 % 0.5 Sigma, Y-
1625
NaCl % 1 % 1 Sigma, S-3014
Agar %09 - Sigma A -5306
pH IN NaOH ile ayarlanm s ve besiyeri otoklavda steril edilmistir.
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7. Petri kaplar1 37 °C’lik etiivde hiicrelerin koloni olusturmasi amaciyla bir gece

inkiibe edildiler.

3.10.3. Transformasyonun Koloni PZR ile Kontrolii

Kompetan E. coli hiicrelerinin klonlanmak istenen cDNA’lar1 alip almadiklarmin
kontrolii i¢in koloni PZR ydntemi kullanildi. Koloni PZR i¢cin LBA besiyerinde 37
°C’lik etiivde bir gecelik inkibbasyonun ardindan koloni olusturan bakteri hiicreleri
transformantlarm se¢imi i¢in kullanildi. PZR i¢in ilk olarak koloniler rastgele bicimde
ve en az 10 koloni olacak sekilde se¢ildi Steril bir pipet ucu ile teker teker toplanan
kolonilerin her biri, igerisinde 10 ul steril dH,O bulunan steril PZR tiipiinde nazikge
stispanse edildi ve PZR’de kalip olarak bu siispansiyonun 1 pl’si kullanildi Bakteri
hiicrelerinin parcalanmasi i¢in PZR’nin ilk basamagi olarak 94 °C’da 10 dakika
bekleme agamas1 eklendi. Bu PZR yonteminde primer olarak vektore ait T7 promotor
dizileme primeri ve primerE kullanildi (Bkz. Tablo 3.5). PZR, 500 pl’lik PZR
tiplerinde gergeklestirildi. Reaksiyonda kullanilan bilesenler ve reaksiyon kosullari

asagida verildi:

Koloni PZR Reaksiyon karigima;

e Steril distile su 12.65 pl
e 10xPCR tamponu 2.5 ul

e (0.2 mM dNTP karigmu 1.25 pl
e 2mM MgCh 1.5 ul

e 0.5 uM T7 promotor primeri 1 ul

e 0.5 uM primerE 5ul

e Bakterikoloni siispansiyonu 1 ul

e 1 U Taq DNA polimeraz (Finnzyme) 0.1 pl

Toplam 25 ul



53

Tipler karigtirild1 ve ardindan PZR asagidaki kosullarda gergeklestirildi;

Hiicrelerin parcalanmasi 94 °C’de 10 dakika
Denatiirasyon 94 °C’de 30 saniye
Baglanma 52 °C’de 30 saniye 30 dongii
Uzama 72 °C’de 30 saniye
Uzama 72 °C’de 10 dakika

Koloni PZR firiinleri % 1’lik agaroz jelde kontrol edildi.

3.10.4. pET100/D-AcSMT Plazmit izolasyonu

Plazmit izolasyonu i¢cin Oncelikle koloni PZR ile transformant olarak belirlenmis
‘pozitif” kolonilere ait E. coli hiicreleri tiretildi. Daha 6nce koloni PZR’de (Bkz B6liim
3.10.3) kalip olarak kullanilmis 1.5 ml’lik steril santrifiij tiipiinde bulunan bakteri
stispansiyondan geriye kalan 9 pl’sinin {izerine 1 ml LB besiyeri ve ampisilin (100
pg/ml) ilave edildi ve bir gece 37 °C’da 160 devir/dakika da iiretildi. Buradan alinan
bakteriler (200 pl) daha sonra plazmit izolasyonunda kullanilmak iizere miktarlarinin
artirilmas1 amaciyla, 5 ml LB besiyeri ve ampisilin (100 pg/ml) igeren 15 ml’lik steril
camtiiplere alind1 ve bir gece 37 °C’da 160 devir/dakika da inkiibe edildi

Plazmid izolasyonu GeneJET™ Plazmid Miniprep Kit (Fermentas, K0501) kullanilarak

tireticinin onerdigi islemlere gore asagidaki gibi yapildi.

1. 37 °C’da 160 devir/dakika da 1 gece ¢ogaltilan hiicreler 1.5 ml’lik steril
santrifiij tliplerine alind1.

2. Hiicreler 7.000 rpm’de 5 dakika ¢oktiiriildii. Ust s1v1 (besiyeri) uzaklastirilda.

3. Coken hiicreler 250 pl “Resuspension” soliisyonunda (RNase A ilaveli)
tekrar siispanse edildi.

4. Tipler 250 ul “Lysis” soliisyonu eklendi ve tiipler 4-6 kez ters-diiz edilerek
karigtirildi.

5. Ardindan 350 pl “Neutralization” soliisyonu da eklenen tiipler, 4-6 kez ters-
diiz edilerek karistirildi
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6. 14.000 rpm’de 5 dakika santrifiijden sonra hiicresel atik ve kromozomal
DNA ¢oktiiriildii.

7. Plazmidi igeren iist sivi ayr1 bir santrifiij tiipiindeki GeneJET™ spin kolona
aktarild1

8. 14.000 rpm’de 1 dakika santrifiijden sonra kolonun altina gecen sivi atildi

9. Kolona 500 pl “Wash” soliisyonu eklendi. 30-60 saniye 14.000 rpm’de
santrifiij yapildi. Stiziintii atild1 ve yikama islemi tekrarland1.

10. Ikinci yikamaya ait siiziintii atilarak, kolonun kurutulmasi igin 1 dakika
daha santrifiij yapildi

11. GeneJET™ spin kolon yeni bir tipe aktarildi ve 50 pl “Elution buffer”
eklenerek plazmit DNA’s1 izole edilmis oldu.

12. Elde edilen plazmidler Boliim 3.6.’da anlatilan sekilde % 1°lik agaroz jel
elektroforezi ile analiz edildi.

13. Plazmidler kullanilincaya kadar -20 °C’da sakland1.

3.10.5. izole Edilen pET100/D-AcSMT Plazmitlerinin PZR ve Dizileme ile

Kontrolu

Izole edilen plazmitlerin Astragalus chrysochlorus SMT genini tasidiklarmm
kanitlanmas1 amaciyla, genin vektore girdigi bdlgenin On tarafinda bulunan T7
promotor bdlgesine ait primer ve primer E ile plazmitler kalip olarak kullanilarak PZR
yapildi. PZR kosullar1 ve kullanilan bilesenlerin konsantrasyonlart Bolim 3.10.3’te

verilen kosullarla aynidir. Ayrica izole edilen plazmitler dizileme ile de kontrol edildi

(ABI PRISM 310 Genetic Analyser, [ONTEK).
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3.11. BL21 STAR™ (DE3) E. coli HUCRELERININ PET100/D-AcSMT
PLAZMITi iLE TRANSFORMASYONU

pET100/D-AcSMT plazmiti ve Invitrogen Champion'™ pET Directional Expression
kitinden saglanan [-galaktozidaz geni iceren kontrol pET100/D plazmiti ayri ayri
protein ekspresyonunun saglanmasi amaciyla BL21 Star'™ (DE3) E. coli hiicrelerine

aktarildi Bu islem iireticinin 6nerdigi sekilde, asagidaki gibi yapildi.

1. 70 °C’da saklanmis olan kompetan BL21 Star'™ (DE3) E. coli hiicreleri buz
icinde ¢ozlndurildi.
2. Bir 6lcek kompetan E. coli hiicresi igerisine, 2 pl plazmit eklenerek tiipler
nazikge karistirildi.

3. Karnigim 30 dakika buzda inkiibe edildi.

4. Hiicreler 30 saniye boyunca 42 °C’da tutuldu.

5. Hemen buza alman hiicrelerin iizerine oda sicakligina getirilmis SOC
besiyeri eklendi.

6. Tiplerin agz1 parafilmle kapatilarak hiicreler, iiremeleri amaciyla 37 °C’lik
calkalamali etiivde 30 dakika inkiibe edildi.

7. Hiicreler daha sonra 100 pg/ml kanamisin (Sigma, K-1876) iceren ve
onceden 37 °C’a kadar 1sitilmis 10 ml s1ivi LB besiyerine aktarildi ve kiiltiir 1

gece boyunca inkiibe edildi.

3.12. BL21 STAR™ (DE3) E. coli HUCRELERINDE AcSMT PROTEINININ
ANLATIMI

AcSMT proteininin BL21 Star'™ (DE3) E. coli hiicrelerinde anlatiminmn analizi igin
srrastyla total protein izolasyonu, commasie boyama, western blotlama ve enzim

aktivitesi analizi yapildi.

3.12.1. Protein izolasyonu

pET100D-AcSMT plazmiti aktarilmis E. coli BL21 Star'™ (DE3) bakterilerinde
AcSMT proteininin anlatimmi gostermek amaciyla bu hiicrelerden total protein
izolasyonu yapildi. 100 pg/ml ampisilin iceren LB besiyerinde 200 rpm’de 37°C’da bir
gece boyunca iiretilen bakterilerin 500 ul’si, 100 pg/ml ampisilin iceren 10 ml LB
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besiyerine ekildi ve ODesoo = 0.5 oldugunda kiiltiir ikiye boliindii. Kiiltiirlerden birine son
hacimde 1 mM olacak sekilde IPTG (isopropil-beta-D-tiogalaktopiranosid, R0391,
Fermentas) ilave edildi, digerine ise ayni hacimde steril distile su eklendi ve kiiltiirler
tekrar tiremeye birakildi IPTG hiicrelerin gen anlatimmi uyarmak i¢in kullanild1
Uyarimdan sonraki 0., 2., 4. ve 6. saatlerde biitiin kiiltiirlerden 500 pl 6rnek alindi ve
600 nm’de absorbanslar1 6l¢iildii. Daha sonra hiicreler 4000 rpm’de ¢oktiiriildii. Elde
edilen absorbans degerlerinden yararlanilarak hiicre yogunluklar1 Lizis tamponu (50
mM potasyum fosfat, pH 7.8, 400 mM NaCl, 100 mM KCI, 10% gliserol, 0.5% Triton
X-100, 10 mM imidazol) ile birbirine esitlendi. Daha sonra sivi azotta dondurulan
ornekler 42 °C’de ¢oziildii. Bu islem 3-4 kez daha tekrarlandi Coziilme isleminden
sonra Ornekler, 5 kez tekrarlanan periyotlarda 20 saniye ultrasonik su banyosu
(Ultraclear Industrial, Ultrasonic Water Bath), 20 saniye buz banyosu i¢inde tutularak
pargaland1. Homojenat 4°C’da 15000xg hizda (Eppendorf Centrifuge 5810 R), 3 dakika
santriflij edildi. Elde edilen siipernatant kismi farkli bir tiipe aktarildi. Siipernatant 2x
Ormekleme tamponu (0.5 M Tris-HC1, pH 6.8, 2 ml Gliserol (100%), 0.4 ml p-
merkaptoetanol, 0.02 g Bromophenol Blue, 0.4 g SDS) ile pellet ise 1x 6rnekleme
tamponu (0.5 M Tris-HCI, pH 6.8, 1 ml Gliserol (100%), 0.2 ml B-mercaptoethanol,
0.01 g Bromophenol Blue, 0.2 g SDS) ile karistirildi. Biitiin islemler kontrol plazmiti
olan ve B-galaktozidaz geni iceren pET100/D aktarilmis hiicreler i¢in de tekrar edildi
Ornekler 5 dakika kaynatildi ve SDS-PAGE analizlerinde kullanilmak iizere —70°C’da
sakland1.

3.12.2. Poliakrilamid Jel Elektroforezi

Suda c¢Oziinebilen ve ¢dziinemeyen hiicresel proteinlerin denatiire jel elektroforezi
(SDS-PAGE) ile ayristirilmasmda Walker (2002) tarafindan 6nerilen yontem kullanild1.
Islem sirasinda kullanilan ¢ozeltiler Tablo 3.11.°de, jellerin hazirlanmasi srasinda
kullanilan ¢dzelti oranlar1 ve islem swras1 Tablo 3.12.°de verildi. Once jelin 1. kismu
(aymrma jeli) dokiildii ve hava ile temas1 engellemek tlizere jel ylizeyi 1 ml distile su ile
kapatildi. Polimerizasyon tamamlandiktan sonra (yaklasik 1 saat) ylizeydeki su
uzaklastirildi ve jelin 2. kismui (yiikleme jeli) dokiiliip tarak yerlestirildi. Polimerizasyon
sonunda (yaklasik 30 dakika) jel kaseti elektroforez aletine (Mini-PROTEAN 3 Cell,
BIO-RAD) yerlestirildi ve her bir cebe 30 pl 6rnek olacak sekilde uygulandi.
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Tablo 3.11. SDS-PAGE i¢in hazirlanan ¢ozeltiler

Cozeltiler Bilesenleri

Stok akrilamid ¢ozeltisi Akrilamid..........ccooeeneeee. 30g
Distile su ile 100 mI’ye tamamland1

1.875 M Tris-HCI1 tamponu (pH 8.8) Trizma-Baz.................4543 g

3 N HClile pH 8.8’e ayarland1
Distile su ile 200 mI’ye tamamland1

0.6 M Tris-HCI tamponu (pH 6.8)

Trizma-Baz.................14.54 g
3 N HClile pH 6.8’e ayarland1
Distile su ile 200 mI’ye tamamlandi

%10 Sodyum dodesil siilfat (SDS) SDS...coiiiiiicieeen 10 g

Distile su ile 100 mI’ye tamamland1
%10 Amonyum persiilfat Amonyum Persiilfat..........cceerrerrvrinnnnn.. 0.1 g
(polimerizasyon baslatic1, taze hazirlanir) Distile su ile 1 ml’ye tamamland1
1 x Yiiriitme tamponu (25 mM Tris, 192 mM Tris.ccccceeieieeeeeeeeeeen3.03 g
glisin, %0.1 SDS, pH 8.3) GlisiN...ccocovvvveverrne 144 g

Distile su ile 1 litreye tamamlandi

Ornek yiikleme tamponu

0.6 M Tris-HCI (pH 6.8)..5 ml

B-Merkaptoetanol....... 0.25 ml
Bromofenol mavisi (% 0.5 stok).5 ml
Distile su ile 50 mI’ye tamamlandi
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Tablo 3.12. SDS-PAGE'de kullanilan jelin hazirlanmas1

Soliisyonlar Ayirma jeli Yiikleme Jeli
(%10 Akrilamid) (% 5 Akrilamid)

Stok akrilamid soliisyonu 13.3 ml 1.35 ml

1.875 M Tris-HCI tamponu (pH 8.8) 8.0 ml -

0.6 M Tris-HCI tamponu (pH 6.8) - 1.0 ml

%10 SDS 0.4 ml 0.1 ml

Su 18.1 ml 7.5 ml

%10 Amonyum persiilfat (APS) 0.2 ml 0.05 ml

Karigimin havasi alind1

TEMED (tetrametiletilendiamin) 14 pul 14 pl

Jel kasetine dokildi

Elektroforez islemi sabit voltajda (200 V) gergeklestirildi. Bromfenol mavisine ait bant
jelin alt kenarma ulasana dek (~40 dakika) aywrm siirdiiriildii Islem sonunda akim
kesilerek jel kaset arasindan ¢ikarildi ve bantlar Coomassie parlak mavisi ile goriiniir

hale getirildi.

3.12.3. Coomassie Boyama

Elektroforez sonunda jelde ayrilmig proteinler Coomassie Boyama yontemi ile goriiniir
hale getirildi. Jel, alkole ve aside dayanikli plastik bir kapta boyama ¢6zeltisi [50:10:40
hacim oranlarindaki MeOH (Metanol):AcOH (Asetik asit):H,O karisimi iginde
hazirlanmisg, % 0.05 (w/v) Coomassie parlak mavisi (“Coomassie brilliant blue" R-250)]
iginde 2 saat, 37°C’da ¢alkaland1. Daha sonra fazla boyay1 uzaklastirma (“destaining”)
¢ozeltisi [5:7:88 hacim oranlarinda hazirlanmig MeOH:AcOH:H,O karigimi] i¢cinde 12
saat stireyle, 50 devir/dakika hizda calkalayarak bekletildi. Bu ¢ozelti jelin alt zemini

boyadan tamamen arinincaya kadar, sik sik degistirildi ve yikkama islemi tekrarland.
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3.12.4. immiinolojik Belirle me

Bu analizlerde, Boliim 3.11 de anlatildig1 gibi elde edilen hiicrelerden, Bolim 3.12.1°de
verilen yonteme gore elde edilen protein ekstreleri kullanildi. %10 poliakrilamid igeren
SDS-PAGE (Walker, 2002) ile ayrilan proteinler, elektroblot yontemi ile polivinilidin
diflorir (PVDF) membrana aktarildi. Membran % 5 (w/v) siit tozu [% 0.05 Tween-20
(P-1379, Sigma) igeren PBS (Fosfat Salin Tamponu, 137 mM NaCl, 2.7 mM KCI, 4.3
mM Na,HPOy4 1.47 mM KH,PO4 pH 7.4) i¢cinde hazirlandi] ile bloke edildikten sonra,
bloklama soliisyonu i¢inde uygun oranlarda hazirlanan primer antikorla (Tablo 3.13)

oda sicakliginda 1 saat inkiibe edildi.

Tablo 3.13. Immiinolojik analizlerde kullanilan primer ve sekonder antikorlar,
kaynaklari, elde edildikleri organizmalar ve diliisyonlar1

Antikor Mono/Poliklonal | Firma-Kaynak Elde edilen | Diliisyon
organizma
Dr. Martin
) ) Thanbichler
Pr“ﬁrﬁ‘gﬁi“’“ Monoklonal Max Planck Tavsan 1:150
Institute,
Almanya

Sekonder Antikor: Kegi
anti-tavsan IgG (Fab), Poliklonal Stressgen Kegi 1:1000
HRPO isarethi

Membran, yikama soliisyonu (% 0.05 Tween-20 igceren PBS) 15 dakika araliklarla
degistirilerek 1 saat yikandiktan sonra, bloklama soliisyonu i¢inde hazrrlanan sekonder
antikor ile [ke¢i anti-tavsan 1gG (Fab), HRPO (yaban turpu peroksidazi) ile isaretli
konjuge antikor (Stressgen), 1:1000; oda sicakhiginda 1 saat inkiibe edildi Membran
yikama soliisyonu ile tekrar yikandiktan sonra, spesifik protein bantlar1 “ECL Plus
Western Blotting Detection System (Amersham)” kullanilarak rontgen filmi

(Hyperfilm) iizerine yansitildi
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3.12.5. SMT Enzim Aktivitesi

SMT enziminin aktivitesini gostermek i¢in Boliim 3.12.1°de anlatildig1 gibi {iretilen ve
uyarilan E. coli BL21 Star' ™ (DE3) bakterilerinden total protein izolasyonu yapild: ve

izole edilen proteinlerin konsantrasyonlar1 dlgiildiikten sonra reaksiyon gergeklestirildi.

3.12.5.1. SMT Enzim Aktivitesi Analizi icin Protein Izolasyonu

Boliim 3.12.1°de anlatildig1 sekilde iretilen ve IPTG ile uyarillan pETI00D-AcSMT
plazmiti aktarilmug BL21 Star (DE3) hiicrelerinden uyarimdan sonraki 0., 2., 4., 6.
saatlerde 500 pl 6rnek alindi ve hiicreler 4000 devir/dakika’da 3 dakika santrifiij
edilerek ¢oktiiriildii. Hiicreler 50 pl 50 mM sodyum sitrat tamponunda [pH 6.0, 0.2 mM
EDTA (Etilendiamin tetra asetik asit), 2 mM DTT (Ditiotreitol), % 10 w/v gliserol
iceren] siispanse edildi. Stv1 azotta dondurulan 6rnekler 25 °C’de eritildi. Bu islem 3-4
kez daha tekrarland1i Eritme isleminden sonra ornekler, 5 kez tekrarlanan periyotlarda
20 saniye ultrasonik su banyosu (Ultraclear Industrial, Ultrasonic Water Bath), 20
saniye buz banyosu iginde tutularak parcalandi. Elde edilen Oziitlerde protein

konsantrasyonu saptandi.

3.12.5.2. Protein Konsantrasyonun Saptanmasi

Hazirlanan protein ekstrelerinin konsantrasyonlarmin belirlenmesinde Bradford yontemi
kullanild1 (Bradford, 1976). Asidik boya (Bradford belirteci), 25 mg Coomassie brilliant
blue G-250’nin, 12.5 ml %95 etanolde (EtOH) ¢ozlindiiriiliip, 25 ml % 85 fosforik asit
(H3PO4) eklendikten sonra, 250 ml’ye tamamlanip Whatman No.l filtreden
gecirilmesiyle hazirland1 ve kullanilmadan 6nce 5 kez sulandrild1.

5 ml belirteg iizerine 0.1 ml 6rnek (1x, 10x ve 100x sulandirimlarda hazirlanmis protein
ekstresi) hizla eklenip vorteks ile karistirildi Standart olarak 0.1-1.5 mg/ml
konsantrasyonda hazirlanmis sigir serum albumini (“Bovine Serum Albumin”, BSA
cozeltileri, kor ornek olarak protein ekstresinin hazirlandig1 tampon, kor standart olarak
saf su kullanild1. Karigimlar 15 dakika oda sicakliginda bekletildikten sonra, 595 nm’de
kore karsi absorbans Ol¢limii  yapildi Standartlarm  protein  ¢Ozeltilerinin
konsantrasyonlar1 ile absorbans degerleri kullanilarak standart grafik hazirlandi
Omneklerin protein konsantrasyonu bu grafikle elde edilen dogru denklemi yardimiyla

hesapland1
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3.12.5.3. SMT Enzim Aktivitesi Reaksiyonu

Reaksiyonda kullanilan selenosistin (S-1650, Sigma) 50 mM sodyum borohidrid (S-
9125, Sigma) ile reaksiyon dncesi indirgendi. Reaksiyon karigim asagidaki tabloda
verildi (Tablo 3.14). Ince Tabaka Kromatografi (ITK) icin sabit faz olarak hazir silika
jel plaklar (Merck Katalog no:5554) kullanildi. Reaksiyon karisimi1 30 dakika 30 °C’de
inkiibe edildikten sonra her bir reaksiyondan yaklagik 3 pl 6rnek kapiller cam pipetler
kullanilarak bu plaklarin iizerine uyguland1 ve oda sicakliginda kurutuldu. Hareketli faz
olarak ise n-butanol-asetik asit-H,O (4:1:1) kullanildi. Bu ¢6ziicii sisteminde yiiriitiilen
plaklar, oda sicakhigmda kurutulduktan sonra ninhidrin belirteci (0.2% w/v ninhidrin,
6% aseton i¢inde) plaklara pilskirtildi ve plaklar wsitilarak olusan lekeler
degerlendirildi.

Tablo 3.14. SMT enzim aktivitesi reaksiyonunda kullanilan bilesenler

Bilesen Stok Soliisyon Miktar (ul) Final
Konsantrasyon
Sodyum Sitrat Tamponu 500 mM 5 50 mM
Magnezyum Asetat 100 mM 5 10 mM
Tamponu
DTT 50 mM 5 5mM
Ultra Saf Su - 50 ul’ye -
tamamlayacak
kadar
Selenosistein (taze 5mM 5 0,5 mM
hazirlanmis)
Protein Oziiti - 5 ug protein -
icerecek kadar
S-Adenozilmetionin 5 mM 5 0,5 mM

3.13. ISTATISTIKSEL ANALIiZLER

SMT geninin anlatim analizlerine ait tiim sayisal veriler istatistiksel olarak
degerlendirildi. Gruplar arasindaki farklarin anlamli olup olmadigini belirlemek igin
ANOVA (tek yOnlii varyans analizi; one-way ANOVA) testi yapildi. Anlamhlik smnir1
olarak P<0.05 olarak kabul edildi. Bu istatistiksel iglemler GraphPad Prism 4.0 paket
programi ile gerceklestirildi.
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4. BULGULAR

4.1. TOHUMLARIN CIMLENDIRILMESI

Astragalus chrysochlorus tohumlar1 uygulanan kosullarda basariyla ¢imlendirildi ve bu
tohumlardan elde edilen bitkicikler, 30 giin siireyle, 1, 5 ve 25 ppm konsantrasyonlarda
sodyum selenat (Na,O4Se) iceren ve icermeyen MS besiyerlerinde yetistirildi (Sekil
4.1). Sodyum selenat iceren besiyerlerinde yetistirilen bitkilerden, cDNA sentezlemek
amaciyla, RN A izolasyonu yapildi

Sekil 4.1. A) Kontrol B)I ppm C) 5 ppm D) 25 ppm sodyum selenat igeren MS
besiyerinde yetisen 30 glinliik Astragalus chrysochlorus bitkileri

4.2. SELENOSISTEIN METILTRANSFERAZ (SMT) GENININ SENTEZI

A. chrysochlorus SMT geninin tiim niikleotid dizisi, total RNA’nimn izolasyonu ve bu
RNA’lardan cDNA’larmn sentezini takiben, genin 3' ucunun 3' RACE PZR ve 5' ucunun
5'RACE PZR, 5' PZR ve SMT PZR yontemlerinin uygulanmasiyla sentezlendi.
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4.2.1. Total RNA izolasyonu

Selenyum varhginda anlatim yapan genlere ait mRNA havuzunun elde edilmesi igin 1,
5 ve 25 ppm sodyum selenat iceren ve kontrol amaciyla sodyum selenat icermeyen MS
besiyerinde in vitro kosullarda yetistirilmis 30 giinliik A. chrysochlorus bitkilerinden
total RNA basari ile izole edildi ve ODsgp’da 6lgiim alindi. Elde edilen deger Boliim
3.2.4’te verilen formiile uygulanarak RNA miktar1 hesaplandi. RNA miktarinin yaklagik
2000 pg/ml oldugu belirlendi. Total RNA’nin O.Dy60/0.Dygp degeri 1.8-2 arahiginda
oldugundan saf olarak elde edildigi saptand1 % 1 Agaroz-formaldehit jel elektroforezi
ile total RNA’nin 5 ul’si ayristirildi ve RNA’nin izolasyon sirasinda yikilmamis oldugu
da dogruland1 (Sekil 4.2).

T B c D
[ B B B BN <«— 28SrRNA
it | | | _Sia LSl <

18S rRNA

Sekil 4.2. A) Kontrol bitkisinden ve B) 1 ppm C) 5 ppm D) 25 ppm sodyum selenat

uygulanmis 4. chrysochlorus bitkilerinden izole edilen biitiinkigii bozulmamis nite likteki
total RNA.

4.2.2.cDNA Sentezi

Sodyum selenat varligmda anlatim yapan genlere ait mRNA’larin DNA kopyalarinin
¢ikarilmasi amac1 ile cDNA sentezi yapildi 3' RACE PZR, 5' PZR, SMT PZR ve 5'
RACE PZR’de kalipp olarak kullanilmak iizere, izole edilen total RNA’dan ters
transkripsiyon reaksiyonu ile ¢cDNA basariyla sentez edildi ve cDNAlar agaroz jel
elektroforezinde goriintiilendi (Sekil 4.3). % 1’lik agaroz jel elektroforezi ile elde edilen
stiriklenme goriintiisii ile total RNA’dan basar1 ile cDNA sentez edildigi kanitlandi
(Sekil4.3).
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Sekil 4.3. 1 ppm sodyum selenat uygulanmis A. chrysochlorus bitkilerinden izole edilen
biitiinliigli bozulmamus nitelikteki total RNA’lardan sentezlenen cDNAlar A) Markir
(100 bp, Fermentas), B) 3' RACE PZR, 5' PZR, SMT PZR i¢in sentezlenen cDNAlar,
C) 5' RACE reaksiyonlari i¢cin sentezlenen cDN Alar.

4.2.3. SMT Geni Polimeraz Zincir Reaksiyonlari

SMT geninin 3' ve 5' uclarma ait dizi bilgisinin elde edilmesi ve genin tamaminin
cogaltilmasy, tasarlanan primerler kullanilarak polimeraz zincir reaksiyonlar1 ile

gerceklestirildi.

4. 2. 3. 1. RACE Polimeraz Zincir Reaksiyonlart

SMT geninin 3' ve 5' bolgelerinin molekiiler analizi amaciyla, Bolim 4.2.2°de
anlatildig1 gibi basar1 ile sentez edilen cDNA’lar kalip olarak kullanildi Ar1 ve
arkadaslar1 (2010) tarafindan 4. bisulcatus SMT genine % 92 oraninda dizi benzerligi
gosteren 211- 806 nukleotidler aras1 595 be.lik 4. chryschlorus SMT gen bilgisi
belirlenmistir. Bu tez ¢alismasinda bu dizi bilgisinden yararlanilarak, SMT geninin 5'
ucu i¢in spl ve sp2, 3' ucu i¢in primerl tasarlandi. Primerl ve poliA kuyrugunun
tamamlayicist primer2 (oligoT) kullanilarak gerceklestirilen 3' RACE PZR
reaksiyonlar1 sonucunda 542 b¢. boyutunda DNA parcasi elde edildi (Sekil 4.4-B). Bu
DNA’nin daha sonra dizi analizi yapildi. 5' RACE PZR reaksiyonlari ile farkli MgChL
konsantrasyonlarinm (1, 1.5, 2, 2.5, 3 mM) ve primer baglanma sicakliklarmm (49, 50,
51,52, 53, 54, 55, 56, 57 °C) kombinasyonlarinin denenmesine ragmen SMT geninin 5'
ucu c¢ogaltilamadi. Bu nedenle SMT geninin 5' ucunu ¢ogaltmak icin 5' PZR

reaksiyonlar1 yapildi
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542 be

221 be

Sekil 4.4. PZR iirtinlerinin % 1°lik agaroz jeldeki goriintiisii. A. Markr (100 bp, Fermentas), B.
3' RACE ile elde edilen PZR triinii, C. 5' PZR ile elde edilen PZR {iriinii.

4. 2. 3. 2. SMT Geninin 5' Bélgesine Ait 5' PZR

SMT geninin 5' bolgesinin molekiiler analizi amaciyla, Boliim 3.4.2°de anlatildig1 gibi
sentez edilen cDNAlar kalip olarak kullanildi. Genin 1. bazindan itibaren, 4. bisulcatus,
A. racemosus, A. pectinatus, A. drummondii, A. ceramicus ve A. leptocarpus bitkilerine ait
SMT genlerinin ortak dizilerinden tasarlanan primer3 ile Astragalus chrysochlorus’da
SMT geninin tanimlanmis (Ar1 ve dig. 2010) 595 bg’lik bolgesine ait DNA dizi
bilgisinden yararlanarak tasarlanan primer4 ile gerceklestirilen PZR reaksiyonlari
sonucunda 221 bg. boyutunda DNA parcas1 elde edildi (Sekil 4.4-C). Bu DNA’nin daha

sonra dizi analizi yapildi.
4. 2. 3. 3. SMT Geninin Cogaltiimasi

SMT geninin tamami, Boliim 3.4.2°de anlatildig1 sekilde sentezlenen cDNAlar kalip
olarak kullanilarak primerA ve primerE yardimiyla c¢ogaltildi FElde edilen PZR
tirtiniiniin 1020 bg¢ oldugu gozlendi (Sekil 4.5). SMT geni daha sonra jelden geri
alinarak diger calismalarda kullanilmak iizere saklandi. Genin tamamii ¢ogaltmak i¢in
denenen diger primerler (primerC ve primerD) ile sonu¢ elde edilemedi PrimerA ve
primerE ile cogaltilan A. chrysochlorus SMT geninin +1. nukleotidinden baglayan ve

stop kodonunun sonuna kadar olan boliimii elde edildi.
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(SMT geni)

Sekil 4.5. PZR iriinlerinin % 1’lik agaroz jeldeki goriintiisi. A. Markir (1 kb Amresco), B.
SMT geni

4. 3. PZR URUNLERININ DizZi ve HOMOLOJIi ANALIZLERI

5' PZR, 3' RACE PZR ve SMT PZR sonucu SMT genine ait swrasiyla 221, 542, 1020
be.’lik diziler elde edildi. 221 bg.’lik dizi Sekil 4.6’da, 542 be.’lik dizi Sekil 4.7°de,
1020 be.’lik dizi Sekil 4.8’de, bu ii¢ dizinin ¢akistirilmasi ile elde edilen genin +1.
nikkleotidinden baslayip 3' UTR’sinin (untranslated region: translasyona ugramayan
bolge) sonuna kadar olan dizi (1242 bg.) ve bu dizinin aminoasit karsiliklar1 Sekil
4.9°da verildi. Bu genin, dizi analizi sonucunda elde edilen dizi bilgisi ile yapilan
BLAST analizleri, bu dizinin veribankalarinda Astragalus SMT genleri ile yiksek
oranda homoloji gosterdigini ortaya konmus ve AcSMT ad1 verilmistir (Sekil 4.10).
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ATGTCGTCGTCATTGATAACGGATTTCCTCCATCAAAATGGCGGAACGGC 50
CGTCATTGA CGGCGGTTTGGCGA CGGA GCTTGAACGTCATGGTGCCGATC 100
TCAACGATCCTCTTTGGA GCGCCAAATGCCTCCTTTCCTCTCCTCACCTCA 151
TTCGCCAGGTGCATCTTGATTATCTAGAAAATGGTGCAGATATTATTATCA 202
CAGCATCTTATCAAGCTAC 221

Sekil 4.6. A. chrysochlorus SMT 5' PZR 1ile elde edilen nukleotid dizisi (221 bg.)

GCGGTTGGAATCAACTGTACCCCACCTAGATTTATACATGATCTGATACT 50
TCTGCTTAA GAAGGTGACTGCAAAACCAATTGITATATATCCAAATAGCG 100
GGGAAACTTATGATGGTATCCGAAAAGAGTGGATGCAAAATTCAGGTGTT 150
ACAGATGAAGATTTTGTCTCATATGTTGATAAATGGT GTGA GTCA GGGGC 200
TTCCCTTGTAGGTGGCTGTTGCAGAACGACCCCCGATA CTATTA GAGGGA 250
TATACAAAATACTCTCCA GCGGTCAATCTCCTGCTCTTGCCA CAAAGTGA 300
CGTCAATCTCTGCTCTTGCCA CAAAGTGA CCCCCCTGTCATCAGAAACGA 350
GGCAAATGTGCAAACAAATCTACTAGTAATTTCCATGTCAAGAA GGCAGG 400
TAGCTGAACTGGGTTGTGTTGCCACTTTGCTGA GATGGGAA GATAAACAT 450
GGTTA GCTGCACTAATAACAACAGTAGCAACATGATGTTTTCAACACACT 500
CATTAATTTAATAGGGTGAAA GATAACGGGTCTAATTTTTTT 542

Sekil 4.7. A. chrysochlorus SMT 3' RACE PZR ile elde edilen nukleotid dizisi (542 bg.)
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ATGTCGTCGTCATTGATAACGGATTTCCTCCATCAAAATGGCGGAACGGC 50
CGTCATTGA CGGCGGTTTGGCGA CGGA GCTTGAACGTCATGGTGCCGATC 100
TCAACGATCCTCTTTGGA GCGCCAAATGCCTCCTTTCCTCTCCTCACCTC 150
ATTCGCCAGGTGCATCTTGATTATCTAGAAAATGGTGCAGATATTATTAT 200
CACAGCATCTTATCAAGCTACCATTCAAGGTTTTAAGGCGAAA GGCTTTT 250
TGATGAA GAA GGTGAAGCCCTGCTAAGGAGAAGTGTTGAGATTGCTCGC 300
GAGGCTCGTGATTTGTATTATCAAAGATGIGCTGAGTCCTCITCAGATAA 350
TAATGGGGATGATA GTAGAATCCTCAA GCAACGACCTATCCTAATTGCGG 400
GATCA GTA GGGA GCTATGGCGCTTATTTGGCTGATGGATCA GAGTACAGT 450
GGGAATTATGGTGATGCTATCAAGITGGAAACTCTTAAAGATTTTCACAG 500
GAGAAGAGITCAAATTTTGGCA GATTCA GGTGCGGA CCTGCTTGCATTTG 550
AAACAATTCCAAATAAGCTTGAA GCTCA GGCTTATGCA GACCTTCTGGAA 600
GAAGAGAACATAACTACTCCAGCATGGTTTACGTTTAACTCTAAGGATGG 650
AACTAATGTTGITAGTGGTGATTCAATA GAGGAATGTGGTITCTATTGCTG 700
AATCGTGCAA CAAAGTAGTTGCGGTTGGAATCAACTGTACCCCACCTAGA 750
TTTATACATGATCTGATACTTCTGCTTAA GAAGGTGA CTGCAAAACCAAT 800
TGTTATATATCCAAATAGCGGGGAAACTTATGATGGTATCCGAAAAGAGT 850
GGATGCAAAATTCAGGTGTTACAGATGAAGATTTTGTCTCATATGTTGAT 900
AAATGGTGTGA GTCAGGGGCTTCCCTTGTAGGTGGCTGITGCAGAACGAC 950
CCCCGATACTATTA GAGGGATATA CAAAATACTCTCCAGCGGTCAATCTC 1000
CTGCTCTTGCCACAAAGTGA 1020

Sekil 4.8. A. chrysochlorus’dan SMT PZR ile elde edilen nukleotid dizisi (1020 bg.)
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ATGTCGTCGTCATTGATAACGGATTTCCTCCATCAAAATGGCGGAACGGCCGTCATTGAC 60
M s s s L I T D F L H Q N G G T A V I D
GGCGGTTTGGCGACGGAGCTTGAACGTCATGGTGCCGATCTCAACGATCCTCTTTGGAGC 120
G 6 L A T E L E R H G A DL N D P L W S
GCCAAATGCCTCCTTTCCTCTCCTCACCTCATTCGCCAGGTGCATCTTGATTATCTAGAA 180
A K C L L $ S P H L I R Q V H L D Y L E
AATGGTGCAGATATTATTATCACAGCATCTTATCAAGCTACCATTCAAGGTTTTAAGGCG 240
N G A DI I I T A S Y Q A T I Q G F K A
AAAGGCTTTTCTGATGAAGAAGGTGAAGCCCTGCTAAGGAGAAGTGTTGAGATTGCTCGC 300
K G F $ D EE G E A L L R R S V E I A R
GAGGCTCGTGATTTGTATTATCAAAGATGTGCTGAGTCCTCTTCAGATAATAATGGGGAT 360
E A R DL Y Y Q R C A E S S S DN N G D
GATAGTAGAATCCTCAAGCAACGACCTATCCTAATTGCGGGATCAGTAGGGAGCTATGGC 420
D S R I L K ¢ R P I L I A G S V G S Y G
GCTTATTTGGCTGATGGATCAGAGTACAGTGGGAATTATGGTGATGCTATCAAGTTGGAA 480
A Y L A DG S E Y S G N Y G D A I K L E
ACTCTTAAAGATTTTCACAGGAGAAGAGTTCAAATTTTGGCAGATTCAGGTGCGGACCTG 540
T L K D F H R R R V Q I L A D S G A D L
CTTGCATTTGAAACAATTCCAAATAAGCTTGAAGCTCAGGCTTATGCAGACCTTCTGGAA 600
L A F E T I P N K L E A Q A Y A D L L E
GAAGAGAACATAACTACTCCAGCATGGTTTACGTTTAACTCTAAGGATGGAACTAATGTT 660
E E N I T T P A W F T F N S K D G T N V
GTTAGTGGTGATTCAATAGAGGAATGTGGTTCTATTGCTGAATCGTGCAACAAAGTAGTT 720
vV $S 6 b S I E E C G S I A E S C N K V V
GCGGTTGGAATCAACTGTACCCCACCTAGATTTATACATGATCTGATACTTCTGCTTAAG 780
AV G I N C T P P R F I H D L I L L L K
AAGGTGACTGCAAAACCAATTGTTATATATCCAAATAGCGGGGAAACTTATGATGGTATC 840
K v T A K p I Vv I Y P N S G E T Y D G I
CGAAAAGAGTGGATGCAAAATTCAGGTGTTACAGATGAAGATTTTGTCTCATATGTTGAT 900
R K E W M Q N S G Vv T D E D F V S Y V D
AAATGGTGTGAGTCAGGGGCTTCCCTTGTAGGTGGCTGTTGCAGAACGACCCCCGATACT 960
K W ¢ E S G A S L V G G C C R T T P D T
ATTAGAGGGATATACAAAATACTCTCCAGCGGTCAATCTCCTGCTCTTGCCACAAAGTGA 1020
I R G I ¥ K I L §$ S G Q S P A L A T K *
CGTCAATCTCTGCTCTTGCCACAAAGTGACCCCCCT GTCAT CAGAAACGAGGCAAATGTGCAAACA 1066
AATCTACTAGTAATTTCCATGTCAAGAAGGCAGGTAGCTGAACTGGGTTGTGTTGCCACTTT1128
GCTGAGATGGGAAGATAAACATGGTTAGCTGCACTAATAACAACAGTAGCAACATGATGTTTTCAA 1194
CACACTCATTAATTTAATAGGGTGAAAGATAACGGGTCTAATTTTTTT 1242

Sekil 4.9. A. chrysochlorus SMT ¢DNA dizisi ve aminoasit dizisi (Sistein = C, Histidin
=H, {zol6sin= I, Metionin= M, Serin=S, Valin =V, Alanin = A, Glisin = G, Losin
=L, Prolin = P, Treonin = T, Arginin = R, Asparagin = N, Aspartat = D, Glutamat=E,
Glutamin = Q, Fenilalanin = F, Trozin =Y , Triptofan= W) (1021-1242. bazlar aras13'
anlatim yapmayan bolgedir.)

‘Clustalw’ programu kullanilarak Astragalus bisulcatus (accession numarast: AJ131433.1,
Neuhterl ve dig..1999), Astragalus racemosus (accession numarast: GQ398501.1),
Astragalus pectinatus (accession numarast: GQ398502.1), Astragalus drummondii

(accession numarast: GQ398504.1), Astragalus ceramicus (accession numarast:
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GQ398503.1) ve Astragalus leptocarpus (accession numarasi: GQ398505.1) (Sors ve
dig.., 2009) bitkilerine ait SMT genleri, Astragalus chrysochlorus’a ait SMT DNA dizisi
ile karsilastirildi (Sekil 4.10).

ArSMT
AbSMT AGGAMATCAGAMATATTTCATARACCCACCCTTCCTCCTTCCGTTTCOGES 50
APSMT
AISMT
ACESM T
N
S s
ArSMT ATRTCATCGTCATTGATAACCGATTTCCTCCATCAGECTERED 43
AbSMT TATCGARATGTCGTCECCATTEATALCCOATTTCCTCCATCAGGCTEREE 100
ApsmT ATGTCATCGTCATTGATAACCGATTTCCTCCCTCAGGCTERED 43
:L%\IT ------- ATGTCATCGTCATTGATAACCGATTTCCTCCATCAGGCTERED 43
et = ATGTCATCGTCATTGATAACCGATTTCCTCCATCAGGCTEEEE 43
esMT - ATGTCGTCGTCATTGATAACCGATTTCCTCCATCAGGCTEEEE 43
e — ATRTCATCGTCATTGATAACGGATTTCCTCCATCALAATERED 43
be;'\\g CAACGECTATCATCOCC GAC GATTTAGGGACGEAGCTTERACCTCATERD o3
ApSMT AGCEECTETCATCOCC GAC FETTTAGGGACGEAGCTTCAACGTCATEEE 150
T GACCEECTATCATCOCC AL ATTTAGGGACGEAGCTTOALCETCATERE 53
A SMT CAACEECTETCATCOCC GAC GOTTTAGCGACGCAGCTTCAACCTCATERD 53
AdSMT CALCGECTETCATCOCN GG BATTTAGCGACGEARCTTOALCCTCATERD 03
ACSMT CAACEECTETCATCOGRGG BATTTAGCGACGEARCTTCAACCTCATERD 53
_ CALCGECCETCATTOAC A BATTTGGCGACGEAGCTTEALCETCATERT o3
Ar SMT

AbSMT BCCEACCTCAACGATCCACTTTAGAGCGCCARATGCCTCCTTTCCTCCED 143
ApSMT GCCEACCTCAACGATCCACTTTGGAGCGCCARATGCCTCCTTTCCTECCC 200
AISMT OCCEACCTCAANGATCCACTTTAGAGCGCCARATGCCTCTATTCCTOCED 143
AceSMT BCCEACCTCAACGATCCACTTTAGAGC GLCARATGCCTCCTTTCCTOCED 143
AdSMT GCCEACCTCAACGATCCACTTTAGAGCGCCARATGCCTCCTTTCCTCCED 143
ASMT GCCEACCTCAACGATCCACTTTAGAGCGCCARATGCCTCCTTTCCTCCED 143

GOCGATCTCALCGATCCTCTITGGAGC GCCARATHCCTCCTTTCCTCTCEC 143

Sekil 4.10: Niikleik asit dizi karsilastirmalar1 (AbSMT,: Astragalus bisulcatus, ArSMT:
Astragalus racemosus, ApSMT: Astragalus pectinatus, AASMT: Astragalus drummondii, Ace:

Astragalus ceramicus ve AISMT: Astragalus leptocarpus, CsSMT: Camellia sinensis,
BoSMT: Brassica oleracea var italica ve AcSMT: Astragalus chrysochlorus)
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Ar SMT TCACCTCATTE GC CARGTGOATC TTEATTAL CTARARLATEGTOCAGATL 193
AbSMT TCACCTCATTCGCCAGGTGOATCTTGATTAC CTAGALLATGGTGOAGLTA 250
ApSMT TCACCTCATTCAC CAGGTGOATCTTGATTAC TTAGALAATGGTGOAGATA 193
AISMT TCACCTCATTE GC CARGTGOATC TTEATTAL CTARARLATEGTOOGGATL 193
AceSMT TCACCTCATTCGCCAGGTGOATCTTGATTAC CTAGLALLATGGTGOAGLTA 193
AdSMT TCACCTCATTCGC CAGGTGOATCTTGATTAC CTAGALLATGGTGOAGLTL 193
ACSMT TCACCTCATTCGC CAGGTGOATC TTGATTATC TAGARAATGOTGOAGATA 193
Ar SMT TTATTATTACAGCATCTTATCAAGOCACCATTC ALGGTTTTARGEE GALL 243
AbSMT TTATTATTACAGCATC TTATCAAGCCACCATTC ALGGTTTTAAGGE GAAL 300
ApSMT TTATTCTTACAGCATCTTATCAAGOCACCATTCALGGTTTTAAGECGALL 243
AISMT TTATTATTACAGCATCTTATCARGOCACCATTC ALGGTTTTALGEC GALL 243
AceSMT TTATTATTACAGCATCTTATCAAGOCACCATTC ALGOTTTTAAGEC GALL 243
AdSMT TTATTATTACAGCATC TTATCAAGCCACCATTC ALGGTTTTAAGGE GAdl 243
ACSM T TTATTATCACAGCATCTTATCAAGOTACCATTCALGGTTTTAAGGC GALL 243
Ar SMT GGCTTTTOTGATGALGALGGTGALGOCOTGOTTAGGAGAAGTGTTGAGLT 293
AbSMT GGOTTITOTGATGALGALGGTGALGE COTGOTTAGGAGALGTGTTEAGLT 350
ApSMT GGCTTTTOTGATOALGALGGTCALGE COTGOTTAGBAGALGTATTEAGAT 293
AISM T BGOTTTTOTGETRALGALGGTHALGE L CTGOTTAGGAGAARTGTTEEEAT 293
A eSMT GGCTTTTOTGATGALGALGGTGALGOCOTGOTTAGGAGAAGTGTTGAGLT 293

GGCTTTTOTGATOALGALGGTCALGE COTGOTTAGBAGALGTATTEAGAT 293
:SSI\I\//S BOOTTTTOTGATRAAGALGGTHALGE D CTGOTALGBAGAARTATTRAGAT 293
Ar SMT

TGCCOGCGAGECTCBTOATTTOTATTATC ALAGATETECTEAGTOCTOTT 343
AbSMT TGECCGEGARECTCBTOATTTATATTATC AL AGATETECTRARTOCTOTT 400
ApSMT TGOCOGCGAGGCTCETCATTTGTATTATCALAGATGTECTGAGTOCTCTT 343
AISMT TGCCOGCGAGECTCBTOATTTOTATTATC ALAGATETECTEAGTOCTOTT 343
AceSMT TGECCGEGARGCTCBTOATTTATATTATC AL AGATETECTRARTOCTOTT 543
AdSMT TGOCCGOGAGGCTCGTEATTTGTATTATCALAGATETGOTGAGTCCTCTT 343
AcSMT TGCTCGCGAGGCTOGTEATT TG TATTATC ALAGATGTECTEAGTCCTCTT 343

Sekil 4.10 (devam): Nikleik asit dizi karsilagtirmalar1 (AbSMT: Astragalus bisulcatus,
ArSMT: Astragalus racemosus, ApSMT: Astragalus pectinatus, AdSMT: Astragalus
drummondii, Ace: Astragalus ceramicus ve AISMT: Astragalus leptocarpus, AcSMT:
Astragalus chrysochlorus)



72

Ar SMT CAGATAAT---GGGGATGATAGTAGAATC CTTALGCALC GECCTATCOTA 390
AbSMT CAGATAAT---GGGGATGATAGTAGAATCCTTAAGCALCGECCTATCOTA 447
ApSMT CAGATAAT---GGGGATGATAGTAGAATCCTTAAGCCACGECCTATCCTA 390
AISMT CAGATALT---GGEGATGATAGTAGALTCOTTALGCALC GECOTATOCTE 390
23‘;?\1/\[4TT CAGATAAT---GOGGATGATAGTAGAATC CTTALGOALC GECOTATCOTA 390

CAGATART---GGGEATATAGTAGLATCCTTARGCALCGHOCTATCCTA 390

_ACSMT CAGATAATAATGEGEATGATAGTAGAATCCTCALGCALCGACCTATCOTA 393
Ar SMT ATTGCGGGATCAGTAGGGAGCTATGGCGCTTATTTGGCTGATGGATCAGE 440
AbSMT ATTGCEGEATCAGTAGGGAGC TATGG0GOTTATTTGGCTCATGGATCAGL 497
ApSMT ATTGCEGEATCALTAGGEAGC TATGGOGOTTATTTGGCTGATGGATCAGL 440
QL%\IT ATTGCEGEATCAGTAGGGAGC TATGGOGOTTATTTGGCTGATGGATCAGL 440
AdSMT ATTGCEGEATCAGTAGGGAGC TATGGOGOTTATTTGGCTGATGGATCAGL 440

AcSMT ATTGCGGEATCAGTAGGGAGCTATGGCGCTTATTTGGCT AT GEATCAGE 440
ATTGCGGEATCAGTAGGGAGCTATGGCGCTTATTTGGCT AT GEATCAGE 443

GTTCAGTGGGALTTATGETCATGCTATCAAGTTGGALLCTCTTARLGATT 430

QL;?E GTTCAGTGGGAATTATGETEATGC TATCAAGT  GEALLCTCTTARAGATT 547
ApSMT GTTTAGTGGGAATTATGETEATGCTATCAAGTTGGALLCTCTTARAGATT 490
AISMT GTACAGTGOGAATTATGETRATGC TATCAAGTTGGARACTCTTARAGATT 490
AceSMT GTACAGTGOGAATTATGETRATGC TATCAAGTTGGARACTCTTARAGATT 490
AdSMT GTACAGTGGGAATTATGGTRATGC TATCAAGTTGGARACTCTTARAGATT 490
AcSMT BTACAGTGEEALTTATGGTRATGC TATCAAGTTAGALACTCTTARAGATT 495
Ar SMT TTCACCGGAGARAAGTTCAMATTTTGGCAGATTCAGGTGTGEACCTGCTT 540
AbSMT TTCACCGGAGAARAGTTCAMATTTTGGCAGATTCAGGTGTGGACCTGCTT 597
ApSMT TTCACCGGAGALGAGTTCARATTTTGGCAGATTCAGGTGTGEACCTGCTT 540
AISMT TTCACCGGAGALGAGTTCAMATTTTGGCAGATTCAGGTGTGEACCTGCTT 540
AceSMT TTCACCGGAGAAGAGTTCAMATTTTGGCAGATTCAGGTGTGGACCTGCTT 540
AdSMT TTCACCGGAGALGAGTTCALATTTTGGCAGATTCAGGTGTGEACCTGCTT 540
ACSMT TTCACAGGAGALGAGTTCAMATTTTGGCAGATTCAGGTGC GEACCTGCTT 543

Sekil 4.10 (devam): Nikleik asit dizi karsilastirmalar1 (AbSMT: Astragalus bisulcatus,
ArSMT: Astragalus racemosus, ApSMT: Astragalus pectinatus, AdSMT: Astragalus
drummondii, Ace: Astragalus ceramicus ve AISMT: Astragalus leptocarpus, AcSMT:
Astragalus chrysochlorus)
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Ar SMT GCATTTGARGCAGTTCOAMATAAGCTTEAAGC TCAGGCTTATGCAGATCT 590
AbSMT GCATTTGAAGCAGTTCCAAATAAGCTTEALGCTCAGGCTTATGCAGATCT 647
ApSMT GCATTTGGAGCAGTTCCAMTAAGCTTEALGC TCAGGCTTATGCAGATCT 590
AISMT GCATTTGAAGCAGTTCCAMTAAGCTTEALGC TCAGGCTTATGCAGATCT 590
AceSMT GCATTTGAAGCAGTTCCAMTAAGCCTEAAGC TCAGGCTTATGCAGATCT 590
AdSMT GCATTTGARGCAGTTCCAAATAAGCTTGAAGC TCAGGCTTATGCAGATCT 590
AcSMT GOATTTGARACALTTCCAALTAAGCTTGAAGC TCAGGCTTATGCAGACCT 593
Ar SMT TCTGGAAGALGAGAACATGATTACTCCAGCATGETTTECGTTTALCTCTA 640
AbSMT TCTGGAAGAGGAGAACATAATTACTCCAGCATGETTTGCGTTTACCTCTA 697
ApSMT TCTGGAAGALGAGAACATAATTACTCCAGCATGETTTECGTTTALCTCTA 640
AISMT TCTEGAAGALGAGAACATALTTACTCCAGCATGETTTECGTITALCTCTA 40
23‘3\2’? TCTGGALGALGAGAACATAATTACTCCAGCATGETTTG0GTTTALCTCTA 640
ASM T TCTGGAAGALGAGAACATAATTACTC CAGCATGETTTECGTTTALCTCTA 640

TCTGGAAGAAGAGAACATAACTACTCCAGCATGETTTACGTTTALCTCTA 643
Ar SMT AGGATGGAACTAATGTTGTTAGTGGTRATTCALTAGAGGALTGTGCTCT 690
AbSMT AGGATGGARATAATGTTGTTAGTGGTGATTCAATAGAGGAATGTGECTCT 747
2{’8&1\4\? AGGATGGAACTAATGTTGTTAGTGGTRATTCAATAGAGGALTGTGECTCT 690
ST AGGATGGALCTAATETTOTTAGTGOTEATTCAATAGAGGALTGTGECTCT 690
AdSMT AGGATGGAACTAATGTTCTTAGTGGTRATTCAALTAGAGGALTGTGECTCT 690

AcSMT AGGATGAACTALTETTGTTAGTGETGATTCAATAGLGEARTTGGCTCT 690
AGGATGGAACTALTETTGTTAGTGETCATTCAATAGAGEARTGTGGTICT 693

if);\l\//ll]]: ATTGCTAATCATGOGACALAGTAGTTGCGGTTOHALTCARCTGTACCCC 740
ApSMT ATTGCTGAATCATGOGAC AL AGTAGTTGCGGTTOGALTCARCTGTACCCC 797
AISMT ATTGCTAATCATGOGAC AL AGTAGTTGCGTTHALTCAGCTGTACCCC 740
AceSMT ATTGCTAATCATGOGACALAGTAGTTGCGLTTOHALTCARCTETACCCC 740
AdSMT ATTGCTAATCATGOGACALAGTAGTTGCGLTTOHALTCARCTGTACCCC 740
AcSMT ATTGCTAATCATGOCACALAGTAGTTGCGGTTOHALTCARCTGTACCCC 740

ATTGCTGAATCGTGCARC AL AGTAGTTGCGGTTOHALTCARCTGTACCCC 743

Sekil 4.10 (devam): Nikleik asit dizi karsilastirmalar1 (AbSMT: Astragalus bisulcatus,
ArSMT: Astragalus racemosus, ApSMT: Astragalus pectinatus, AdSMT: Astragalus
drummondii, Ace: Astragalus ceramicus ve AISMT: Astragalus leptocarpus, AcSMT:
Astragalus chrysochlorus)
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Ar SMT ACCTAGATTTATACATGATC TEATACTICTGCTTAAGALGGTFACTGC AR 720
AbSMT ACCTAGATTTATACATGATCTGATACTICTGCTTAAGAAGGTFACTGC AR 547
ApSMT ACCTAGATTTATACATGATCTATACATCTGCTTAAGALGETACTGCAR 790
AISMT ACCTAGATTTATACATGATCTGATACTICTGCTTALGALGGTGACTGCAR 790
AceSMT ACCTAGATTTATACATGATCTGATACTICTGCCTAAGAAGGTFACTGCAR 720
AdSMT ACCTAGATTTATACATGATCTGATACTICTGCTTAAGAAGGTHACTGCAR 720
AcSM T ACCTAGATTTATACATGATCTGATACTICTGCTTALGALGGTGACTGCAR 7935
Ar SMT ALCCAATTGTTATATATCCAMATAGCGOFGALLCTTATGATGTATCCGA G40
AbSMT AL CCAATTGTTATATATCCAALTAGCGGGGALACTTATGATGCTATCCGA 5597
ApSMT AL CCAGTTGTTATATATCCAMATAGCGGLGALACTTATGATGLETATCCGA 340
AISMT ALCCAATTGTTATATATCCAMATAGCGEGGALLCTTATGATGGTATCCGA 340
AceSMT ALCCAMTTGTTATATATCCAALTAGCGGGGALACTTATGATGGTATCCGA §40
AdSMT AL CCAMTTGTTATATATCCAMLTAGCGGGGALACTTATGATGGTATCCGA 540
ACSMT ALCCAMTTGTTATATATCCAMATAGCGGGGALACTTATGATGLGTATCCGA 343
Ar SMT AL AAGTGOEGGCALAATTCAGGTGTTACAGATGAAGATTTTGICTCATA 320
AbSMT AL GAGTFEEECAAALTTCAGGTGTTACAGATCARGATTTTGTCTCATA 947
ApSMT AL AGAGTGEGGGCALAATTCAGGTGTTACAGATGGAGATTITGTCTCATA 320
AISMT AL AAGTGOEGGCALAATTCAGGTGTTACAGATGAAGATTTTGICTCATA 320
AceSMT AL GLGTHEEEECAMALTTCAGGTGTTACAGATCARGATTTTGTCTCATA 390
AdSMT ALAGAGTGGGGGCALAATTCAGGTGTTACAGATGAAGATTTTGTCTCATA 350
ACSMT AL AGAGTGEATGCALAATTCAGGTGTTACAGATGAAGATTITGTCTCATA 393
Ar SMT TETTGATALATGETGTFAGTCAGGGGCTICCCTIGTAGGTGECTGTTGCA 940
AbSMT TeTTGATALATGETGTRAGTCAGGGGCTICCCTTGTAGGTRECTGTTGCA 997
ApSMT TGTTGATAAATGETGTGAGTCAGGGGCTTCCATTGTAGGTGHCTGTTGCA 940
AISMT TETTGATALATGETGTFAGTCAGGGGCTICCCTTGTAGGTFECTGTTGCA 940
AceSMT TeTTGATALATGETGTRAGTCAGGGGCTICCCTTGTAGGTRECTGTTGCA 940
AdSMT TGTTCATAAATGETGTGAGTCAGGGGCTTCCCTTGTAGGTGHCTGTTGEA 940
ACSMT TGTTGATALATGETGTGAGTCAGGGGCTTCCCTTGTAGGTGGCTGTTGCA 943

Sekil 4.10 (devam): Nikleik asit dizi karsilastirmalar1 (AbSMT: Astragalus bisulcatus,
ArSMT: Astragalus racemosus, ApSMT: Astragalus pectinatus, AdSMT: Astragalus
drummondii, Ace: Astragalus ceramicus ve AISMT: Astragalus leptocarpus, AcSMT:
Astragalus chrysochlorus)
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Ar SMT GAACGACCCCTGATACCATTAGAGGGATATACARLATACTCTCCAGCGGT 290
AbSMT GALCGACCCCTGATACCATTAGAGGGATATACARLATACTCTCCAGCGGT 1047
ApSMT GAACGGCCCCTGATACCATTAGAGGGATATACAALATACTCTCCAGCGET 990
AISMT GAACGACCCCTGATACCATTAGAGGGATATACAALATACTCTCCAGCGGT 990
AceSMT GALCGACCCCTGATACCATTAGAGGGATATACARLATACTCTCCAGCGAT 290
AdSMT GAACGACCCCTGATACCATTAGAGGGATATACAALATACTCTCCAGCGET 990
AcSMT GAACGACCCCCGATACTATTAGAGGGATATACAALATACTCTCCAGCGGT 993
Ar SMT CAATCTCCTACTTTTTC TR ARAGT G~~~ —mm—mmmmmmmmmmm e 1017
AbSMT CAATCTCCTACTTTTTCTGCARAGTGACCACTCTGTCATCAGALACGAGG 1097
ApSMT CAATCTCCTACTTTTTC TR ARAGT Gl ———————————————m—m—m = 1017
AISMT CAATCTOCT---TTTTCTRCARAGT A~ ——————m———m—mmmmmmm e 1014
AceSMT CAATCTCCT---TTTTCTGCARAGT A~ ——————————————— - 1014
AdSMT CAATCTCCT---TTTTCTGCARAGT A —————————m = ————m 1014
AcSMT CAATCTCCTGCTCTTGCCACARR GTGAC——————m—mmmmm e e 1021
Ar SMT
ABSMT
ApSMT CARATGTGCARACARATC TACTAGTAATTTCCATGTCALGAAGGCGAGTA 1147
J N Y & A
AceSMT  TTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTT
AdSMT  TTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTIIT T
7A°SMT ——————————————————— GTCAATCTCTGCTCTTGCCACAAAGTGA-—- 1049
ArSMT
AbSMT GCTGAACTGGETTGTGTTGGCACTCAATATTTTTTCACTGTGTAGTTAAT 1197
ApSMT
AISMT
AceSMT
AASMT
AcSMT
ArsMT
AbSMT
ApSMT GTTGAGTCTGCATAGACACATARATAGTTGATCTCARATTTGGTTTITGTT 1247
AISMT T T
AceSMT  TTTTTTTTTTTTmmmmTmTmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmT
AdSMT  TTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTmTTmmmmmmmmmmmmmTTTTTT
AeSMT  TTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTmmTTTmmmmmmmmmmmmmmmmmmmTTTTT

Sekil 4.10 (devam): Nikleik asit dizi karsilastirmalar1 (AbSMT: Astragalus bisulcatus,
ArSMT: Astragalus racemosus, ApSMT: Astragalus pectinatus, AdSMT: Astragalus
drummondii, Ace: Astragalus ceramicus ve AISMT: Astragalus leptocarpus, AcSMT:
Astragalus chrysochlorus)
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Ar SMT
AbSMT TATAMGCTTGTGTATATTGGCALGCAGATTAGALALTAATGACARATTAC 1297
ApSMT
AISMT
AceSMT
AdSMT
AcSMT

Ar SMT
AbSMT
ApSMT
AISMT
AceSMT
AdSMT
AcSMT

Ar SMT
AbSMT
ApSMT
AlSMT  TTTTTTTTTTTTmTTmmmmmmmmmmmmm oo s s
AceSMT TS e e e
N 1 1
AcSMT  mm e

Ar SMT
AbSMT
ApSMT
AISMT
AceSMT  TTTTTTTTTTTTTTTTTTTmmmmmmmmmmmmmmm oo
/N0 131/ 1
AcSMT T e e

Sekil 4.10 (devam): Nikleik asit dizi karsilastirmalar1 (AbSMT: Astragalus bisulcatus,
ArSMT: Astragalus racemosus, ApSMT: Astragalus pectinatus, AdSMT: Astragalus
drummondii, Ace: Astragalus ceramicus ve AISMT: Astragalus leptocarpus ve AcSMT:
Astragalus chrysochlorus)

Nikleik asit dizilerinin karsilastrilmasi sonucu Astragalus chrysochlorus SMT geninin
tamamu ile Astragalus bisulcatus, Astragalus racemosus, Astragalus pectinatus,
Astragalus drummondii, Astragalus ceramicus ve Astragalus leptocarpus’a ait SMT
dizileri arasinda yiiksek derecede benzerlik oldugu belirlendi. Benzerlik oranlar1 Tablo

4.1°de verildi
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Tablo 4.1: A. chrysochlorus SMT gen dizisinin veri bankas1 tarama sonuglari

A. chrysochlorus

Eslesen tiir ve diziler SMT geni ile olan E degeri*
benzerlik (%)

Astragalus bisulcatus SMT 97 0
Astragalus racemosus SMT 97 0
Astragalus pectinatus SMT 97 0
Astragalus drummondii SMT-benzeri protein 95 0
Astragalus ceramicus SMT 95 0
Astragalus leptocarpus SMT 95 0
Vitis vinifera hipotetikal protein

XM_002283008.1 >4 2e-91
Vitis vinifera hipotetikal protein

XM_002283018.1 18 2e-31
Vitis vinifera contig VV87X163117.12 12 3e-20
Brassica rapa subsp. pekinensis clone 6 9e-15

* E degeri: Aranan dizinin, veritabani i¢inde bulunan dizilerle sans eseri eslesme olasiligmi
gosterir.

Ayrica ‘Clustalw’ programi kullanilarak SMT geni tastyan A. bisulcatus, A. racemosus, A.
pectinatus, A. drummondii, A. ceramicus, A. leptocarpus, Camelia sinensis ve Brassica
oleracea var. italica bitkilerine ait SMT aminoasit dizileri, 4. chrysochlorus’a ait SM'T

DNA dizisinden elde edilen aminoasit dizisi ile karsilagtirildi Karsilagtrma sonuglari Sekil
4.11°de verildi.



A.chrysochlorus SMT
A.drmmmondii-SMT benzeri protein
A. leptocarpus SMT

A. ceramicus SMT

A.racemosus SMT

A.bisulcatus SMT

A.pectinatus SMT

C. sinensis SMT

B. olerae SMT

A.chrysochlorus SMT
A.drmwmmondii-SMT benzeri protein
A. leptocarpus SMT

A. ceramicus SMT

A.racemosus SMT

A.bisulcatus SMT

A.pectinatus SMT

C. sinensis SMT

B. olerae SMT

A.chrysochlorus SMT
A.dmmmondii-SMT benzeri protein
A. leptocarpus SMT

A. ceramicus SMT

A.racemosus SMT

A.bisulcatus SMT

A.pectinatus SMT

C. sinensis SMT

B. olerae SMT

A.chrysochlorus SMT
A.drmmmondii-SMT benzeri protein
A. leptocarpus SMT

A. ceramicus SMT

A.racemosus SMT

A.bisulcatus SMT

A.pectinatus SMT

C. sinensis SMT

B. olerae SMT

Sekil 4.11. Amino asit dizi karsilastirmalar1 (A4.chrysochlorus SMT, A.drummondii-
SMT benzeri protein, A. leptocarpus SMT, A. ceramicus SMT, A.racemosus SMT,
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____________ METSSSLITDFLHONGGTAVIDGGLATELERHGAD LD
______________ M E3LITDFLHQAGRTAVIGZGLATELERHGAT LHD
______________ MESSLITDFLHQAGRTAVIAGGLATELERHGAD LND
______________ MESSLITDFLHQAGRTAVIAGGLATELERHGAD LND
______________ ME S S LITDFLHQAGRTATTAGCGLGTELGRHGAD LND
______________ MESPLITDFLHQAGRAAWIAGGLGTELQRHGAD LND
______________ MESSLITDFLEQAGRPATTAGELGTELERHGAD LD
MELSVWAETS S8 S S S S S PMMTIPL LLEQSGES VAT IDGGLATELERHGAD LMD
—————— My TGCHNTEAET FYSMEELLEETGGYATITD CELATELERHGAT LN

PLWEARCLLEEPHLIRQVHLD Y LENGADITTITASYOATIQGFEAEGFEDE
PLWEARCLLESPHLIPROVHLD Y LENGAD ITITASTOATIQOGFREARGFEDE
PLWEARCLLSSPHLIPQVHLD Y LENGAD ITITASYOQATIQGCFEAECGFSGE
PLWSARCLLASPHLIRQVHLD Y LENGAD I TTITASYTOATIQGFEAEGFSDE
PLWEARCLLEEPHLIRQVHLD Y LENGAD I TTITASYOATIQGFEAEGFEDE
PLWEARCLLECPHLIPOVHLD Y LENGAD ITITASTOATIQGFEARCGFEDE
PLWEARCLY S PHLIHQVHLD Y LENGAD ITLTASYOQATIQGCFEAECGFSDE
PLWEARCLLTEPHLIRRVHLD Y LEAGADITTITASYTOATIQGFEAEGFEQE
LA CLLTEPHLIHTVHLD Y LEACAD I TEEASTOATIQGFEAKCYSTE

ECGEALLRREVWETAREARD LY YORCAESEEDNNCDD ERILEQRPTILIAGET
EGCEALLPREVEIAREAPDLYYORCAESSEEDN-CDDERILEQRP ILIAGEY
EGCEALLPRSVCIAREAPDLYYQRCAESSSDN-CDDESRILEQRPILIACGSY
EGEALLRRSVWETAREARD LY YORCAESSSDN-GDDSREILEQRPTILIAGEYW
EGEALLRLREVEITAREAPDLYYORCAESSSDN-CDDERILEQRPILIACGEW
EGCEALLPREVEIAREAPDLYYORCAESSEEDN-CDDERILEQRP ILIAGEY
EGEALLRRAVWETAREARD LY YOQRCAESSEDN-GLDSREILEPRPILIAGST
ESEAMLERCVEITAREARDIYTYENCRELEND S -ADDGREVLEHEETLWALRT
KEESLLPEESVEIACEARETYTTDRCED —————— DLDEFERILFEERP ILVALASW

e AT LADGEEYSCNYCDATELETLEDFHRRRVOILADECAD LLAFETT
CETCATLAD CEEY SN YCDATIFLETLED FHRRRWOILADSCVD LLAFEAW
ST AT LAD S EY SN YD AT LETLED FHRRRVOQILAD SGVD LLAFEAW
e AT LAD GEEYSCNYCDATKELETLED FHRERREWVQILAD SGVD LLAFEAW
CETCAYTLADGEEFSGNYCDATKLETLED FHRERPEVOQILAD SGVD LLAFEAT
e AT LAD GEEFSCN Y CDATE S ETLED FHRPEVOILADSCVD LLAFEAY
ST AT LADGSEFSGN YD ATHELETLED FHRRREVQILAD SGVD LLAF AW
CEYTCAYTLADGEEYSCDYCHAMD LEFLED FHRERREVQILADAGAD LTAFETYW
CETCAFLADGEEYSCIYCD LITLETLEDFHRRRVWOVLAESGADTTAFETT

A.bisulcatus SMT, A.pectinatus SMT, C. sinensis SMT, B. olerae SMT) (Sistein
Histidin = H, 1zol6sin = I, Metionin = M, Serin = S, Valin =V, Alanin= A, Glisin =

Losin =L, Prolin = P, Treonin = T, Arginin = R, Asparagin= N, Aspartat =D, Glutamat

=E, Glutamin = Q, Fenilalanin = F, Trozin =Y , Triptofan= W)



A.chrysochlorus SMT
A.drummondii-SMT benzeri protein
A. leptocarpus SMT

A. ceramicus SMT

A.racemosus SMT

A.bisulcatus SMT

A.pectinatus SMT

C. sinensis SMT

B. olerae SMT

A.chrysochlorus SMT
A.drummondii-SMT benzeri protein
A. leptocarpus SMT

A. ceramicus SMT

A.racemosus SMT

A.bisulcatus SMT

A.pectinatus SMT

C. sinensis SMT

B. olerae SMT

A.chrysochlorus SMT
A.drmmmondii-SMT benzeri protein
A. leptocarpus SMT

A. ceramicus SMT

A.racemosus SMT

A.bisulcatus SMT

A.pectinatus SMT

C. sinensis SMT

B. olerae SMT

A.chrysochlorus SMT
A.drmmondii-SMT benzeri protein
A. leptocarpus SMT

A. ceramicus SMT

A.racemosus SMT

A.bisulcatus SMT

A.pectinatus SMT

C. sinensis SMT

B. olerae SMT

A.chrysochlorus SMT
A.drmmondii-SMT benzeri protein
A. leptocarpus SMT

A. ceramicus SMT

A.racemosus SMT

A.bisulcatus SMT

A.pectinatus SMT

C. sinensis SMT

B. olerae SMT
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INELEAQATADLLEEENITTPAWF TFNEED GTHVVECDETEECGESIAEEC
INELEAQATADLLEEENITITPAWFAFNSED CTHNVWEGDETEECGETAESC
INELEAQATADLLEEENIITPAWFAFNEED CTHVVECDETEECGESIAEEC
PHEPEAQATADLLEEENIITPAWFAFNSED GTHNWVWSGDETEECGSIAESC
INELEAQATADLLEEENMITPAWFAFNSFEDCTNVVECDETEECCSIAESC
PHELEAQATADLLEEENITITPAWFAFT SEDGNNYVWSGDETEECGSTIAESC
INELEAQATADLLEEENITITPAWFAFNEFED CTNVVECDETEECCSIAESC
PHELEAQATARLLEEEDIEIPAWFSFNSED GVHYVSGDELLECALTARAC
INELEAQAFAELLLECVAEIPCWFEFNEFED CUNVVECDETEECIATAEAD

NEVWAYCINCTPPRFIHD LILLLEEVTARPIVITINECET YD CI REEWHE
LEVVAVCINCTPPRFIHD LILLLEEVTARPIVITINSCETYD CIREEWC]
DEVVAVCINCTPPRFIHD LILLLEEVTARPIVITINECETYD CIREEWCO
DEVVAYCINCTPPEFIHD LILL PEEVTARPIVITENSGCE TV I REEWG]
DEVVAVCINCTPPRFIHD LILLLEEVTARPIVITINECETYD CIREEWCO
DEVVAVCINCTPPEFIHD LILLLEEVTAEPIVITENSGETYD AT BEEWG]
DEVVAVCISCTIPPRFIHD LIHL LEEVTARPUVVITINECET YD CIREEWC]
FEVVAVCINCTPPEFIHD LILTVEEGT TEPILITEPNSGE ST AT EE RV
EKVVAVCINCTPPLFIECLVLEIAKVT EEPILVITNECERYD T EREEWVE

TONSGEVTDED FYVESYVDEWCESCGASLYVGFCCRTTPDTIRGIYEILSSEQSP
N--ECVTDEDFVEYVDEWCESCASLVGCCCRTTPD TIRGIVEILSSCGOED
N--ECUTDEDFVETVDEWCESCASLVCCCCRTTPD TIRGIVEILESGOED
N--ECVTDEDFVEYVDEWCESCASLVGCCCRTTPD TIRGIVEILSSCGOED
N--ECUTDEDFVETVDEWCESCASLVCCCCRTTPD TIRGIVEILESGOED
N--SGVTDED FVESYVDENCESGASLWGCCCRTTPD TIRGIVEILSSGOST
N--ECVTDCD FVETVDEWCESCASTVCCCCRTAPDTIRGIVEILESGOED
N--TGEVEDDD PV S CYNTHC DV CAS LY GGCCRTTPNTIRATVETLSNRSLL
N--TCVCHED FVETVEEWNDACVELLGCCCRTTPTTIRATHERLYVSRREL

AMECHTENT-TYPEAPPLICATINCTET-STREAM

Sekil 4.11. (devam) Amino asit dizi karsilastirmalar1 (A.chrysochlorus SMT,
A.drummondii-SMT benzeri protein, A. leptocarpus SMT, A. ceramicus SMT,
A.racemosus SMT, A.bisulcatus SMT, A.pectinatus SMT, C. sinensis SMT, B. olerae
SMT) (Sistein = C, Histidin = H, Izoldsin = I, Metionin = M, Serin = S, Valin =V,
Alanin = A, Glisin = G, Losin =L, Prolin = P, Treonin = T, Arginin = R, Asparagin = N,
Aspartat = D, Glutamat = E, Glutamin = Q, Fenilalanin=F, Trozin =Y , Triptofan= W)

Aminoasit dizilerinin kargilastirilmasi1 sonuglarma gore Astragalus chrysochlorus SMT
enzimi ile A. bisulcatus, A. racemosus, A. pectinatus, A. drummondii, A.ceramicus, A.
leptocarpus, Camellia sinensis’e ve Brassica oleracea var. italica’ya ait SMT

proteinleri arasinda benzerlik oldugu belirlendi. Benzerlik oranlar1 Tablo 4.2°de verildi.
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Tablo 4.2. A. chrysochlorus SMT aminoasit dizisinin farkl bitkilere ait SMT aminoasit
dizileri ile karsilagtirilmasi.

A. chrysochlorus
Bitki ac: SMT aminoasit E degeri
dizisine olan
benzerlik (%)
Astragalus bisulcatus 97 e-176
Astragalus racemosus 97 e-179
Astragalus pectinatus 97 e-173
Astragalus drummondii 96 0
Astragalus ceramicus 96 e-179
Astragalus leptocarpus 96 e-179
Camellia sinensis 96 e-144
Brassica oleracea var. italica 93 e-131

Aminoasit dizilerinin karsilastirilmast sonuglarma gore protein veri bankasinda

(Expasy) bulunan diger sonuglar Tablo 4.3’de verildi.
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Tablo 4.3. A. chrysochlorus SMT aminoasit dizisinin farkli proteinlere ait aminoasit
dizileri ile karsilagtirilmasi.

Eslesen Protein E degeri
selenocysteine methyltransferase-like protein [Astragalus drummondii] 0.0
selenocysteine methyltransferase [Astragalus ceramicus] 0.0
selenocysteine methyltransferase [Astragalus leptocarpus] 0.0
selenocysteine methyltransferase [Astragalus racemosus] 0.0
EecHame: Full=Selenocysteine methyltransferase; Short=SECY¥S-MT 0.0
selenocysteine methyltransferase [Astragalus pectinatus] 2e-179
homocysteine s-methyltransferase [Populus trichocarpal =gb|EEES4595. 1| 2e-157
homocysteine s-methyltransferase [Populus trichocarpal =gb|EEES0097. 1] 1&-155
E-methyltetrahydrofolate: homocysteine methyltransferase, putative [Ricinus  ze-153
PREDICTED: hypothetical protein isoform 1 [Yitis winifera] Se-153
selenocysteine methyltransferase [Camellia sinensis] ze-150
PREDICTED: hypothetical protein isoform 3 [Witis winifera] de-140
unnarmed protein product [Yitis winiferal Sa-146

PREDICTED: hypothetical protein isoform 1 [Witis winiferal] =emb | CBIZE290.3| 4e-143
HMTZ (HOMOCYSTEIME METHYLTRANSFERASE 2); homocysteine S-methyltra ge-14z

homocysteine S-methyltransferase AtHMT-2 [Arabidopsis thaliana] Ze-141
homocysteine S-methyltransferase AtHMT-2 [Arabidopsis lyrata subsp. Ee-140
E-methyltetrahydrofolate: homocysteine methyltransferase, putative [Ricinus  1e-139
homocysteine s-methyltransferase [Populus trichocarpal =gb |EEFODE45.1| 1e-138
PREDICTED: hypothetical protein isoform 2 [Yitis winifera] 1e-137
homocysteine S-methyltransferase 3 [Arabidopsis lyrata subsp. Ivratal =ghb| Se-137
unknown [Glycine masx] 1e-135
unknown [Picea sitchensis] 28-135
unknown [Glycine masx] Ze-135
HMT3; homocysteine S-methyltransferase [aArabidopsis thalianal =sp|Q8LAX 1e-134
putative selenocysteine methyltransferase [Arabidopsis thalianal Ze-132
hormocysteine s-methyltransferase [Populus trichocarpal =gb |EEES2909. 1 Be-132
selenocysteine methyltransferase [Brassica oleracea war. italica] de-130
051090422200 [Oryza sativa Japonica Group] =gb|AaP53817.1| Ze-127
predicted protein [Hordeum wvulgare subsp. wulgare] 4e-127

hypothetical protein SORBIDRAFT_08g0208320 [Sorghum bicolor] =gb|EES163 1s-176
homocysteine S-methyltransferase 2 [Zea mays] >sp|Q9FUMI, 1 |HMTZ2_MALIZ 2&-176

FREDICTED: hypothetical protein isoform 2 [Witis winifera] Ze-126
homocysteine S-methyltransferase 3 [Zea mays] =sp| Q9FUME. 1 |HMTI_MALZ 3=-178
homocysteine S-methyltransferase 3 [2ea mays] Se-126
Ds12g0607000 [Oryza sativa Japonica Group] =gb | ABASSZ2E5T .2 1e-125
hypothetical protein ©sI_39039 [Oryza sativa Indica Group] 2a-125

Elde edilen nukleik asit dizi bilgisi kullanilarak ¢ikarillan aminoasit dizisi ile AcSMT
proteininin olas1 3 boyutlu yapis1 elde edildi. ‘Swiss-pdbviewer’ programi kullanilarak
AcSMT proteininin aminoasit dizisinin {i¢ boyutlu yap1 goriiniimii elde edildi. Olas1 {i¢

boyutlu goriintii Sekil 4.12°de verildi.
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Sekil 4.12. A) A. bisulcatus SMT proteininin olas1 i boyutlu yapisi (Sors ve dig. 2009)
B) 4. chrysochlorus SMT proteininin olas1 {i¢c boyutlu yapisi.

4.4. SMT GENININ FARKLI SODYUM SELENAT
KONSANTRASYONLARINDA ANLATIMININ KARSILAS TIRILMASI

Total RNA’lardan cDNA sentezi Boliim 3.4.2°de anlatildig: sekilde ters transkripsiyon
islemi ile gerceklestirildi. 1 ppm, 5 ppm, 25 ppm sodyum selenat iceren ve sodyum
selenat icermeyen (kontrol) besiyerlerinde yetistirilmis bitkilere ait cDNA’lar, PZR
reaksiyonu i¢in kalip olarak kullanildi. Geni ¢ogaltmak i¢in kullanilan primerA ve
primerE ile yapilan PZR sonucunda elde edilen iiriinlere ait %1’lik agaroz jel
elektroforezi sonuglar1 Sekil 4.13. A’da verildi. Jelin densitometrik analizi sonucunda
ise elde edilen bagil PZR {irliin miktarlar1 Sekil 4.13. B’de verilen grafik yardimiyla
kargilagtirildi. Kontrol kosulunda ve sodyum selenat varliginda 4. chrysochlorus SMT
geninin anlamli bir fark olmaksizin anlatim yaptigi belirlendi (p>0.05).



A Kontrol 1 ppm Sppm 25 ppm
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200+
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=223 Aktin
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o
1

Goreceli Yogunluklmm2
S
o
[

(=]
L

Kontrol 1 ppm 5 ppm 25 ppm
Sodyum Selenat Konsantrasyonu

Sekil 4.13. A. chrysochlorus SMT genine ve aktin genine ait PCR firliniiniin agaroz jeldeki
goriintiisii (A), bu genlere ait densitometrik analizler sonucu elde edilen yogunluk grafigi (B)

4.5. A. chrysochlorus SMT GENININ BAKTERIDE KLONLANMASI

A. chrysochlorus’dan izole edilen SMT geni, pET100D-TOPO kullanilarak kompetan E.
coli TOP10 hiicrelerine klonlandi. Normal olarak ampisilin direng geni igermeyen
kompetan hiicrelerin vektorii alarak ampisiline direngli hale gelmeleri transformasyonun

gerceklestigini gosterdi (Sekil 4.14).



84

Sekil 4.14. Transformasyondan sonra 100 pg/ml ampisilin iceren LB besiyerinde
iireyebilen bakteri kolonileri

100 pg/ml ampisilin igeren segici besiyerinde ireyen transformantlardan segilen 30
tanesinde yapilan PZR sonucunda 15 tanesinin pET100/D-AcSMT bakmmindan pozitif
oldugu 1207 bg.’lik bir PZR iiriinliniin ¢ogalmasiyla gosterildi. 1207 b¢’lik PZR {irtinii

tagtyan 2 transformanti iceren ornek agaroz jel fotografi Sekil 4.15°de verildi.

1207 be.

Sekil 4.15. Koloni PCR iiriinlerinin % 1°lik agaroz jeldeki goriintiisii. M) Marker
(Fermentas 1 kb.) A) 1 numarali transformant B) 2 numarali transformant

Koloni PZR sonucu pozitif ¢ikan koloniler bir gece 100 png/ml ampisilin igeren sivi LB
besiyerinde inkiibe edildi. Bu bakterilerden plazmit izolasyonu yapildi Koloni PZR ile
SMT genini tasidigi belirlenen klonlara ait plazmitlerin 6rnek agarozjel goriintiisii Sekil
4.16’de verildi
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Sekil 4.16. Transformantlardan elde edilen 6rnek plazmit DNA’s1

Pozitif transformant kolonilerden izole edilen plazmitlerin, 6nce PZR ile daha sonra da
dizilenerek SMT genini tasidiklar: dogrulandi. SMT genini tasidig: belirlenen klonlara
ait plazmitler ile yapilan 6rnek PZR sonucu Sekil 4.17°de verildi. Bu plazmitler ile
yapilan polimeraz zincir reaksiyonu yonteminde primer olarak vektore ait T7 promotor
dizileme primeri ve primerE kullanildi. Pozitif transformantlarmn dizi bilgisi Sekil

4.18’de verildi.

1207 bg.

Sekil 4.17. pET100/D-AcSMT bakimmdan pozitif olarak transformanttan elde
edilen plazmit DNA’s1 ile yapilan PZR sonucu. M) Marker (Fermentas 1 kb.) A)
ornek transformanta ait PZR sonucu
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TCACTATAGGGGAATTGTGAGCGGATAACAATTCCCCTCTAGAAATAATT 50
TTGTTTAACTTTAAGAAGGAGATATACATATGCGGGGTTCTCATCATCAT 100
CATCATCATGGTATGGCTAGCATGACTGGTGGACAGCAAATGGGTCGGGA 150
TCTGTACGACGATGACGATAAGGATCATCCCTTCACC ATGTCGICGTCAT 200
TGATAACGGATTTCCTCCATCAAAATGGCGGAA CGGCCGTCATTGA CGGC 250
GGTTTGGCGA CGGA GCTTGAA CGTCATGGTGCCGATCTCAACGATCCTCT 300
TTGGA GCGCCAAATGCCTCCTTTCCTCTCCTCACCTCATTCGCCA GGTGC 350
ATCTTGATTATCTA GAAAATGGTGCAGATATTATTATCACAGCATCTTAT 400
CAAGCTACCATTCAAGGTTTTAA GGCGAAAGGCTTTTTGATGAA GAA GGT 450
GAA GCCCTGCTAA GGA GAAGTGTTGA GATTGCTCGCGA GGCTCGTGATT 500
TGTATTATCAAAGATGTGCTGAGTCCTCTTCAGATAATAATGGGGATGAT 550
AGTAGAATCCTCAA GCAACGACCTATCCTAATTGCGGGATCA GTAGGGAG 600
CTATGGCGCTTATTTGGCTGA TGGAT CA GA GTACAGTGGGAATTATGGTG 650
ATGCTATCAAGITGGAAACTCTTAAAGATTTTCA CAGGA GAAGAGTITCAA 700
ATTTTGGCAGATTCA GGTGCGGA CCTGCTTGCATTTGAAACAATTCCAAA 750
TAAGCTTGAA GCTCA GGCTTATGCA GACCTTCTGGAAGAAGAGAACATAA 800
CTACTCCAGCATGGTTTACGITTAACTCTAAGGATGGAACTAATGITGTT 850
AGTGGTGATTCAATA GAGGAATGTGGTTCTATTGCTGAATCGTGCAA CAA 900
AGTAGTTGCGGTTGGAATCAACTGTACCCCACCTAGATTTATACATGATC 950
TGATACTTCTGCTTAA GAAGGTGACTGCAAAACCAATTGITATATATCCA 1000
AATAGCGGGGAAACTTATGATGGTATCCGAAAAGA GTGGATGCAAAATTC 1050
AGGTGTTACAGATGAAGATTTTGTCTCATATGTTGATAAATGGTGTGA GT 1100
CA GGGGCTTCCCTTGTA GGTGGCTGTTGCAGAACGACCCCCGATACTATT 1150
AGAGGGATATACAAAATACTCTCCAGCGGTCAATCTCCTGCTCTTGCCAC 1200
AAAGTGA? 1207

Sekil 4.18. Pozitif AcCSMT transformantlarma dizi bilgisi (koyu yazilmis olan dizi
pET100D vektoriine ait olan dizidir. ? SMT geninin +1. niikleotidi ile 1020.

niikleotidi arasindaki gene ait diziyi gostermektedir.)
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4.6. SMT PROTEINi ANLATIMI

Ekspresyon calismalarinda Astragalus chrysochlorus’a ait SMT genini tagiyan pET 100D-
AcSMT plazmiti basariyla aktarilmis E. coli BL21 Star (DE3) konak hiicreleri kullanildi.
Ekspresyon siiresinin belirlenmesinde, gece boyu olarak inkiibe edilen kiiltiirden, 0., 2., 4.
ve 6. saatlerde 500 pl’lik 6rnekler alndi ve bu 6rneklerden SDS-PAGE analizi yapilmak
iizere protein izole edildi. SDS-PAGE ile ayrim1 yapilan proteinler Coomassie Brillant Blue
ile boyandi. Bunun sonucunda ekspresyonun 2. saatten itibaren basladig1 ve denenen 4. ve
6. saatlerde de devam ettigi belirlendi. Elde edilen SDS-PAGE bulgular1 IPTG nin SMT
gen anlatimini test edilen tiim saatlerde indiikledigini, bu indiiksiyonun suda ¢dziinen ve
¢ozlinmeyen proteinler icin gecerli oldugunu gosterdi (Sekil 4.19, Sekil 4.20, Sekil 4.21,
Sekil 4.22). Enzim aktivitesi ¢alismalarinda, bu degerler esas alind1.

0. saat 2. saat

Kontrol AcSMT Kontrol AcSMT
-IPTG+IPTG -IPTG +IPTG -IPTG+IPTG-IPTG +IPTG M

> - 120 kDa

b 85 kDa

. 50 kDa

=)
¥ 35kDa
. 25 kDa
e ey . 20 kDa

Sekil 4.19. 0. ve 2. saatlerde alinan 6rneklerin suda ¢oziinebilir kisminin SDS-PAGE
analizi (kirmizi ok 121 kDA’ luk kontrol proteinini, kahverengi ok 40 kDA’ luk SMT’yi

isaret etmektedir)
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4. saat 6. saat

Kontrol AcSMT Kontrol AcSMT
-IPTG +IPTG -IPTG +IPTG -IPTG +HIPTG  -IPTGH+IPTG M

Da

Sekil 4.20. 4. ve 6. saatlerde alinan orneklerin suda ¢oziinebilir kismmin SDS-PAGE
analizi (kirmizi1 ok 121 kDA’luk kontrol proteinini, kahverengi ok 40 kDA’luk SMT’yi

isaret etmektedir)
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0. saat 2. saat

Kontrol AcSMT Kontrol AcSMT
-IPTG +IPTG -IPTG +HPTG -IPTG +IPTG -IPTG +IPTG M

Sekil 4.21. 0. ve 2. saatlerde alinan 6rneklerin suda ¢6zlinemeyen kisminin SDS-PAGE
analizi (kirmiz1 ok 121 kDA’luk kontrol proteinini, kahverengi ok 40 kDA’luk SMT’yi

isaret etmektedir)
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4. saat 6. saat

Kontrol AcSMT Kontrol AcSMT
-IPTG HIPTG -IPTG+IPTG -IPTG +IPTG -IPTG +IPTG M

120 kDa

el S L o
sl Al SRty NSS kDa

Sekil 4.22. 4. ve 6. saatlerde alman 6rneklerin suda ¢éziinemeyen kisminin SDS-PAGE
analizi (kirmiz1 ok 121 kDA’luk kontrol proteinini, kahverengi ok 40 kDA’luk SMT’yi

isaret etmektedir)

Astragalus chrysochlorus’a ait SMT proteininin suda ¢oziinebilir olup olmadigim
arastirmak amaciyla yapilan SDS-PAGE ¢aligmalar1 sonucunda SMT’nin yogun olarak
suda ¢Oziinmeyen proteinler arasinda oldugu saptandi. Sekil 4.21 ve Sekil 4.22°de
gozlendigi gibi SMT proteini 2., 4. ve 6. saatlerde suda ¢oziinmeyen proteinler i¢inde

daha koyu bantlar seklinde saptand.

4.7. IMMUNOLOJIK BELIRLEME

Kontrol (0. saat) ve deney grubu (2., 4. ve 6. saatler) hiicreleriyle yiiriitiilen

immiinolojik analizler sonucunda elde edilen bulgular Sekil 4.23’te verildi. Sekil 4.23’e
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gore, ornek alman saatlerde IPTG ile uyarilmus kiiltiirlerde SMT anlatiminin belirgin bir

sekilde arttig1 saptand1. Bu artisin kontrole gore, 6.saatte ~3 kat oldugu bulundu.
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Sekil 4.23. a) E. coli BL21 Star™ (DE3) bakterilerinde kontrol ve deney gruplarma ait SMT
anlatimlarmm Western blot analizi, b) Analiz sonuglarinm grafik seklinde gosterimi (Grup
icindeki tekrarlar arasmdaki tutarlilik tek-yonlii ANOVA testi ile belirlendi. Deneyler 3 tekrarh
olarak gerceklestirildi. ** P<0.01) [IPTG ile uyarilmig kontrol (0. saat), 2., 4., 6. saate ait
protein ekstresi]

4.8. ENZIM AKTIVITESI

Bolim 11.°de anlatildig1 sekilde tiretilen ve IPTG ile uyarilan pET100D-AcSMT
plazmiti aktarilmis BL21 Star (DE3) hiicrelerinden uyarimdan sonraki 0., 2., 4., 6.
saatlerde alman Orneklerden elde edilen protein Oziitleri ile yapilan SMT enzim
aktivitesi deneylerinde iretilen metil selenosistein ince tabaka kromatografi ile
saptanmigtir (Sekil 4.24). Reaksiyon sonucunda kontrole (metilselenosistein) karsilik

gelen Rf degerinde (0.58) test edilen drneklerde de spotlar belirlenmistir.
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A B C D E F G I

Sekil 4.24. Astragalus chrysochlorus SMT genine sahip BL21 Star (DE3) hiicrelerinde
enzim aktivitesi. A) S-adenozilmetionin B) Selenosistein C) A. chrysochlorus SMT
genini igermeyen BL21 Star (DE3) bakterisinden elde edilen protein 6ziitii ile yapilan
enzim aktivitesi D) 0. saatte E) 2. saatte F) 4. saatte G) 6. saatte aliman o6rnekte SMT

enzim aktivitesi [) Metilselenosistein
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5. TARTISMA ve SONUC

Bu tez calismasinda, MeSeCys olusumundan sorumlu olan selenosistein metiltransferaz
(SMT) enzimini sifreleyen gen Astragalus chrysochlorus bitkisinden, veribankasinda
bulunan diger SMT genleri ve daha onceki ¢alismamizdan elde edilen dizi bilgileri
kullanilarak tasarlanan primerler ile PZR ve RACE PZR ydntemleriyle izole edilmistir.
AcSMT geninin, 1.242 b¢. uzunlugunda ve 340 amino asit, 40 kDa agirhiginda proteini
sifreleyen a¢ik okuma cergevesine sahip oldugu belirlenmistir. AcSMT nin aminoasit
dizisinin A. bisulcatus SMT proteinine % 97 oraninda benzedigi saptanmustir.
Mitokondri ve kloroplast sinyali igcermedigi belirlenen AcSMT nin karboksil ucunda,
diger metil transferazlar gibi ¢inko baglayan GGCC motifi igerdigi ve bu bdlgeye yakin
konumlanmig korunmus sistein bakiyeleri saptanmustir. AcSMT geni, Escherichia
coli’ye aktarilarak bu bakteride anlatimi saglanmig ve iriinii olan protein western
blotlama yOntemiyle belirlenmistir. Ayrica bu bakterilerden elde edilen hiicre
ekstrelerinde yapilan enzim aktivitesiyle AcSMT nin varlhig1 saptanmis. Farkli selenat
uygulamalar1 ile anlatimi arastrilan AcSMT geninin bitkide siirekli anlatim yaptigt

bulunmustur.

Selenyum, antioksidan selenoproteinlerin yapisina katilmast sebebiyle insanlar,
hayvanlar ve mikroorganizmalar i¢cin gerekli bir elementtir (Birringer ve dig. 2002;
Berken ve dig. 2002). Besinsel gereksinimin yani swra selenyumun saglik agisindan
Oonemi oldugu ortaya konmustur. Bagigiklik sistemi, fertilite (McKenzie ve dig. 2001;
Foresta ve dig. 2002), viral enfeksiyonlar (Beck ve dig. 2003), antioksidan metabolizma
(Soriano-Garcia 2004) iizerinde selenyumun etkisi kanitlanmistir. Selenyumun kanser
Onleyici bir ajan olarak hiicre dongiisiinii etkiledigi ve apoptozu indiikledigine dair
bulgular ¢ok sayida farmakolojik caliyma ile ortaya konmustur (Clark ve dig. 1996,
Combs and Gray 1998, Ip 1998, Vadgama ve dig.2000, Whanger ve dig. 2000, Fleming
ve dig. 2001, Dong ve dig. 2001, Reid ve dig. 2002, Whanger 2002, Whanger 2004).
Besinsel olarak giinlik Se alimmin bazi kanserlerin olugsmasini engelledigi saptanmustir
(Clark ve dig. 1996; Finley 2007). Selenyum iceren bilesiklerin kansere karsi etki
dereceleri farklilik gostermektedir. Yapilan c¢alismalar selenyumlu bilesiklerden
metilselenosisteinin (MeSeCys) kanser 6nleyici olarak en etkili bilesik oldugunu ortaya

koymustur (Ip and Ganther 1992; Lu ve dig. 1996; Ip ve dig. 2000; Finley ve dig. 2001;
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Medina ve dig. 2001; Mckenzie ve dig. 2009). Proteinlere katilmayan bu bilesik
Brassica ve Allium cinslerine dahil bitkilerde ve selenyum primer biriktiricisi olarak da

bilinen Astragalus bisulcatus’un da dahil oldugu Astragalus cinslerinde iretilmektedir
(Trelease ve dig. 1960, Nigam and McConnel 1969, Cai ve dig. 1995, Clark ve dig.
1996).

Selenyum biyokimyasal benzerliginden dolay: kiikiirtle yarigmali olarak hiicre igine
alinir ve metabolize edilir (Ellis and Salt 2003). Bircok bitki tiirii kuru agirlikta 25 mg
Se/kg’a kadar Se icerir. Bu bitkiler selenyum biriktirmeyen bitkiler (non-akiimiilator)
olarak smiflandirilir. 1.000 mg Se/kg ve daha fazla selenyum depolayabilen ve ayrim
katsayis1 1’den biiyiik olan bitkiler ise primer biriktirici olarak adlandmrilirlar. Buna
kargin ayrim katsayis1 1°den kiigik olan ve birkag yiiz mg/kg selenyum biriktirebilen
bitkiler sekonder biriktirici olarak tanimlanmstir (Ellis ve Salt, 2003).

Leguminosae ailesi iiyesi bitkilerden Astragaluslar icerisinde, selenyum biriktirme
kapasitesi agisindan hem primer biriktiriciler hem de biriktirmeyen bitkiler ortaya
konmustur (Sors ve dig. 2009). Bu tez calismasinda materyal olarak kullanilan
Leguminosae’nin Papilionaceae alt ailesinin bir iiyesi olan ve daha 6nceki ¢aligmalarda
doku kiiltiiri sistemleri kurulmus (Turgut-Kara ve Ari, 2008; Hasangebi ve dig. 2011),
fenolik tiretimine yonelik hiicre kiiltiirii caligmalar1 ile PAL (fenilalanin amonyak liyaz)
aktivitesi belirlenmis (Cakir ve Ari, 2009), fagositik, antioksidan (Hasangebi, 2003) ve
sitotoksik (Karagéz ve dig., 2007) aktivite gibi biyolojik aktivitelerinin oldugu
saptanmis Astragalus (Geven) cinsi bitkilerden endemik Astragalus chrysochlorus,
sekonder selenyum biriktiricisi olarak tanimlanmistr (Ar1 ve dig. 2010). Art ve
arkadaslar1 (2010) yaptiklar1 caligsmada doku kiiltiirii kosullarinda 1, 5, 25 ve 75 ppm
sodyum selenat iceren MS besiyerlerinde yetistirilmis 4. chrysochlorus bitkilerinde S ve
Se miktarlarimi ICP-MS (Inductively Coupled Plasma Mass Spectroscopy) yardimiyla
Olcerek ortalama ayrmm katsayismi 0.95 olarak saptamuglardir. Bu deger 1°den kiigiik
oldugu i¢cin A. chrysochlorus bitkisi sekonder selenyum biriktiricisi olarak (Ellis ve Salt,
2003’e gore) tanimlanmugtir. Genom bilgisi olmayan organizmalarda gen izolasyonu
zordur. Buna ragmen bu tez caliymasiyla, daha once grubumuz tarafindan yapilan
calismada (Ar1 ve dig. 2010) polimeraz zincir reaksiyonu ile SMT geninin 595 bg.’lik

kismi ¢ogaltilarak homoloji analizleri yapilmis ve g¢ogaltilan par¢canin 4. bisulcatus
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SMT genine % 92 oraninda benzedigi bulunmustur. Bu verilere dayali olarak bu tez
calsmasmnda A. chrysochlorus SMT geninin  molekiiler klonlanmas: ve
karakterizasyonu hedeflenmistir. Boylece bu genin tanimlanarak selenyum biriktiricisi
bitkilerde SMT enziminin 6zelliklerinin belirlenmesine yonelik calismalara katkida
bulunmak amacglanmigtir. Bu amacla, farkli sodyum selenat iceren besiyerlerinde
yetistirilen A. chrysochlorus bitkilerinden ilk kez tim SMT geni izole edilmis, dizi
analizi yapilmis, gen bankalarinda taramalar yaparak homoloji arastirmalari yapilmis ve
bakteriyal ekspresyon vektoriine klonlanarak bakteride anlatimi ve enzim aktivitesi

gosterilmistir.

Selenyum biriktiricisi bitkilerin yiiksek selenyum konsantrasyonlar1 kargisinda direng
gostermelerinin sebebi fazla miktarda selenyumlu bilesik depolayabilmeleridir. Biiyiik
cogunlugunun Astragalus cinsine ait oldugu bu bitkiler, yiksek selenyum
konsantrasyonlarina tolerans gosterme, selenyumu metabolize ederek selenyumlu
bilesikler olarak depolayabilme (¢ogunlukla MeSeCys olarak) ve selenyumun ¢ok az
miktarlarmi hiicresel proteinlere katmalariyla tanimlanirlar. Selenyum biriktiricisi olan
bitkilerdeki selenyum toleransi proteinlere katilmayan selenyumlu bilesiklerin (6rn.
MeSeCys, y-glutamil MeSeCys, ve Se-sistatyonin) iiretilmesi ile daima paralellik
gosterir (Pilon-Smits ve Quinn, 2010, Terry ve dig., 2000; Whanger 2002). Selenyum
biriktirici bitkilerin yiiksek konsantrasyonda selenyuma tolerans gostermelerinin baslica
sebebi SMT enzimidir. SMT enzimini kodlayan gen ilk olarak 1999 yilinda Astragalus
bisulcatus bitkisinden izole edilmistr (Neuhierl ve dig.  1999). Bu enzim S-
metilmetionin metabolizmasiyla iligkili metiltransferazlar smifindadr. Aminoasit dizisi
bakimindan yiiksek oranda homosistein metiltransferazlarla benzerlik gosteren SMT
enzimi, selenosisteine metil grubu transferini katalizler. Reaksiyon sonucu
metilselenosistein (MeSeCys) olusur. Homosistein metiltransferazlar ve selenosistein
metiltransferazlar metil grubu vericisi olarak S-metilmetionini kullanmalarinin yani sira
in vitro diger metil verici gruplar1 da kullanabildikleri kanitlanmistir. E. coli’de
tanimlanmig ve metiltransferaz aktivitesi saptanan YagD proteini ile % 40 dizi
benzerligi bulunan bitkise]l SMT enziminin, kiikiirt ve selenyum substrat analoglarmi
birbirinden ayiramayan ortak bir atadan evrimlestigi diisiiniilmektedir (Sors ve dig
2009). Ayrica, APS (ATP siilfiirilaz), SMT aktivitesini kisitlayan temel basamagi

katalizler. Bu nedenle gerek MeSeCys iiretiminin artis1 gerekse fitoremediyasyon
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amactyla kullanilabilecek SMT-APS ikili transformantlarin elde edilmesi 6nemlidir.
Ikili transgenik B. juncea bitkileri APS transgenikleri ve SMT transgeniklerinin
caprazlanmasi ile olusturulmuslardir. APSXxSMT transgenikleri yabani tip kontrol
bitkilerine gore 8 kat daha fazla MeSeCys biriktirmislerdir (LeDuc ve dig. 2006). Bu
sonuca gore 2 enzimin birlkte kullanimi hem Se almimi hem de indirgenmesi ve

birikimi agisindan daha faydahdur.

Tam boyutta gen transkriptlerinin izolasyonu protein kodlayan bdlgelerin tanimlanmas1
ve gen yapisinin ¢alisilabilmesi igin 6nem tasir. Giinlimiizde, bir pargasi bilinen
transkript dizisinden tam boy cDNA elde etmede kullanilan en etkin yontem RACE
(Rapid Amplification of cDNA Ends) olarak adlandirilan yontemdir (Frohman ve dig.
1988). Bu yontemde Glycine max’da, vestiton rediiktaz ve kalkon rediktaz enzimlerini,
Fagopyrum  esculentum’da tripsin  inhibitdr proteini ve Brassica napus’da
tiohidroksimat S-glukoziltransferaz enzimini sifreleyen genler basariyla klonlanarak
karakterize edilmislerdir (Marillia ve dig. 2001, Li ve dig. 2006, Liu 2009). Bu
yontemde polimeraz zincir reaksiyonu ile genin 5' ve 3' uglarmin ¢ogaltilmasi i¢in
cDNA’nin bilinen bdlgesine tamamlayict primerler kullanilir. Ayrica, RACE
yontemlerinin kullanilmasi1 transkriptlerin u¢ kisimlarinda bulunan protein karsiligt
olmayan dizilerin de (UTR: untranslated region) elde edilmesine olanak verir. Bu
yontem genin, dogal olarak poliA kuyrugu igeren 3' ucunun c¢ogaltilmasinda etkin
olmasmma ragmen, 5' ucunda teknik olarak uygulanmasi daha gilictiir. 5' ucun
cogaltilmasmda karsilagilan en biiyiik engel messenger RNA havuzunda ¢ok sayida 5'
uclar1 pargalanmis transkript bulunmasidir. Ayrica homopolimerik kuyruklama (poliA
kuyrugu ekleme) veya tanimlanms dizinin kuyruk olarak ligasyonu, cDNA sentezinin
ilk zincirinin tamamlanmasindan sonra bir dizi enzimatik reaksiyona gereksinim duyar.
Her bir enzimatk asama c¢DNA’nin biitiinliigiinlin bozulmasmma yonelik risk
olusturmaktadr. Bu sebeplerden dolay1 cDNA havuzunda bulunan bir genin 5' ucunun
RACE yontemi ile elde edilmesinde sikintilar yasanmaktadir. Bu sikntilar1 gidermek
amactyla yeni stratejiler gelistirilmistir. Bu stratejiler genellikle 5' uglarina adenin
yerine sitozin nikkleotidleri baglamak, cesitli molekiillerle 6zel olarak isaretlemek, ters
transkripsiyonu 6zel enzimlerle yapmak veya transkriptleri halkasal hale getirmek

olarak siralanabilir (Maruyama ve dig. 1994, Volloch ve dig. 1994, Volloch ve dig.
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1995, Mules ve dig. 1998, Matz ve dig. 1999, Schmidt ve Mueller 1999, Chen ve Patton
2001, Martinez ve dig. 2001, Shi ve dig. 2002, Polidoros ve dig. 2006).

Bu tez ¢aligmasmnda 5' PZR ve 3' RACE PZR yontemi ile A. chrysochlorus SMT
geninin aminoasit karsilig1 olan dizi ve 3' UTR dizisi elde edilmis, 5' UTR bolgesi ise
elde edilememisti. Bunun nedeninin, RNA havuzunda 5' wucu parcalanmis
transkriptlerin bulunmasi nedeniyle terminal transferaz enziminin 5' uca poliA
kuyrugunu etkin bir sekilde ekleyememesi oldugu diisiiniilmektedir. Yeni gelistirilen 5'
RACE PZR yontemleri arasmda bulunan RNA ligaz enzimi tarafindan RNA’larm
halkasal hale getirilmesi ile A. chrysochlorus SMT transkriptinin halkasal hale
getirilmesinin basarilabilecegi ve bu sayede 5' uca ait UTR dizisinin saptanabilecegi

disiiniilmektedir.

A. chrysochlorus’tan basari ile izole edilen SMT geni niikleik asit dizisi kullanilarak
olusturulan aminoasit dizisinin bugiline kadar izole edilmis Astragalus SMT
enzimleriyle yiiksek oranda homoloji gdsterdigi saptanmustir. Bu homoloji verilerine
dayanarak, 24. aminoasit bakiyesi, Se birikktirmeyen bitkilerde Alanin olarak, Se primer
biriktiricilerinde ise Glisin olarak belirlenmistir. Bu pozisyonda sekonder biriktirici
olarak kabul edilen Camelia sinesis ve Brassica oleracea var. italica’da da Alanin
bulunmaktadwr. A. chrysochlorus’da aminoasit dizisinde 24. pozisyonda sekonder
biriktiricilerde oldugu gibi Alanin varligi belirlenmistir (Bkz Sekil 4.11). Yine 148. ve
184. pozisyonlarda Se biriktirmeyen ve ikincil derecede Se biriktiren bitkilerde sirasiyla
Tirozin ve Treonin bulunurken, Se primer biriktiricisi bitkilerde bu pozisyonda
Fenilalanin ve Alanin bulunmaktadir. A. chrysochlorus’da aminoasit dizisinde 148. ve
184. pozisyonda ikincil biriktiricilerde oldugu gibi srasiyla Tirozin ve Treonin oldugu
belirlenmistir (Bkz Sekil 4.11). Bu bulgular Ar1 ve arkadaglarinin (2010) ICP-MS
bulgulari ile ortaya koydugu 4. chrysochlorus’un sekonder biriktirici oldugu sonucunu
dogrular niteliktedir. Ayrica, A. chrysochlorus’da, metil transferi yapan enzimlerde
bulunan yiksek derecede korunmus motifler oldugu saptanmistir. Bu motifler 242.
aminoasitten baslayan G(I/'V)NC motifi, 269. aminoasitten baglayan YPNSGE ve 310.
aminoasitten baglayan GGCCR motifidir. Bu motiflerin Se primer ve sekonder
biriktiricilerinde ¢inko baglamadan sorumlu oldugu ve enzim aktivitesinin bu bdlge ile

iligkili oldugu distiniilmektedir. Brassica oleracea var. italica’da ve Camelia
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sinensis’te yapilan SMT geni molekiiler klonlama ¢aligmalarinda elde edilen protein
veri bankasi tarama sonuglara paralel olarak, A. chrysochlorus SMT’sinin de ¢inko
kofaktdre sahip olabilecegi diisliniilmektedir. Bu nedenle ilerideki ¢aligmalarla farklh
¢inko konsantrasyonlarinda yetistirilen bitkilerde bu enzimin aktivitesi arastirilarak
aradaki iliskinin ortaya konabilecegi disiintilmektedir. A. chrysochlorus SMT’sinin
herhangi bir sinyal peptid tasimadig1 yine veri bankalarinda yapilan taramalar ile ortaya
konmustur. Deneysel olarak A. chrysochlorus SMT’sinin hiicre i¢inde lokalizasyonu
saptanmamis olsa da bu sonu¢ bu enzimin sitosolik olabilecegini diisiindiirmektedir.
Sekonder biriktirici olan Brassica oleracea var italica’da ve Camelia sinensis’te
yapilan analizlerde de bu bitkilere ait SMT enzimlerinin herhangi bir sinyal peptid
tasimadigl saptanmustr. Ayrica S-metilmetionin metabolizmas1 ile iligkili olarak
selenosisteinin veya selenometioninin metillenmesinin sitosolde gerceklestigi ortaya

konmustur (Bourgis ve dig. 1999; Ranocha ve dig. 2000; Lyi ve dig. 2005).

Bugiine kadar yapilan anlatim analizi caligmalarinda, bitkilerde MeSeCys nin {iretilmesi
icin anahtar enzim olan selenosistein metiltransferaz enzimini kodlayan genin
anlatiminin siirekli olup olmadigina dair farkl bulgular elde edilmistir. Pickering ve dig.
(2003) 5 uM potasyum selenat varliginda, 4. bisulcatus’un geng ve yash siirglinleri ile
koklerinde SMT geninin anlatiminin  kontrol bitkilerine gore degismedigini
bildirmiglerdir. Bu sonugla 4. bisulcatus’un SMT geninin siirekli anlatim yaptigi ve
selenat varliginin genin anlatimini indiklemedigini saptamislardw. Brassica oleracea
var. italica bitkisinde yapilan ¢aligmada ise bitkilere farkl konsantrasyonlarda sodyum
selenat (10, 20, 40, 50, 75, 100 uM) ve sodyum selenit (10, 20, 40, 50, 75, 100 uM)
uygulanmistir. 20-40 uM sodyum selenat uygulanmis bitkilerde B. oleracea var. italica
SMT geni anlatimi en yiksek diizeye ulasmistir. Ancak 40 uM {izerindeki
konsantrasyonlarda gen anlatimini azalmigtir. Sodyum selenatin aksine, sodyum selenit
uygulanmig bitkilerde ise gen anlatimi diizeyinde anlamli bir fark gézlenmemistir. Elde
edilen bu sonuglar B. oleracea var. italica bitkisinde SMT geninin 40 pM’a kadar
sodyum selenat varliginda anlatimmin indiikklendigini, sodyum selenit varliginda ise
indiiklenmedigini ortaya koymustur. Bu tez c¢alismasinda farkli sodyum selenat
konsantrasyonlarinda [1 ppm (5.29 uM), 5 ppm (26.45 uM)ve 25 ppm (132.25 uM)], 30
giin stireyle yetistirilmis 4. chrysochlorus bitkilerinde SMT geninin anlatimi analiz

edildi. Sodyum selenat varliginda yetistirilen bitkilerde gen anlatim diizeyinde kontrole
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gore anlaml1 bir fark olmadigi saptand1 (Bkz Sekil 4.13, p>0.05). Elde edilen bulgular
Pickering ve dig ’nin (2003) bulgular: ile paralellik gostermekte, A. chrysochlorus’da
SMT geninin siirekli anlatim yaptigina isaret etmektedir. B. oleracea var. italica
bitkisinin aksine 4. bisulcatus selenyumca zengin topraklarda yetismektedir, bu nedenle
SMT geni anlatiminin siirekli olmas1 sasirtic1 degildir. 4. chrysochlorus SMT geninin
de siirekli anlatim yapmasi, bu bitkinin dogal ortamda selenyumca zengin topraklarda
yetistigini diisiindirmektedir. Ancak iilkemiz topraklarmnin selenyum icerigi hakkinda

bazi ¢aligsmalar yiiriitiilmekteyse de yaymlanmis veriler heniiz bulunmamaktadir.

Dizi diizeyinde tanimlanan genlerin islevlerinin arastirilabilmesi i¢cin Oncelikle
sifreledikleri proteinlerin yiliksek miktarda tiretimi gerekmektedir. Bu nedenle yiiksek
diizeyde anlatim yapan konaklarin kullanimi tercih edilmektedir (Griffiths ve dig.1999).
Bu amagcla birgok arastrmada E. coli’nin BL21 (DE3) susu kullanilmaktadir. Bu bakteri
genomunda LacUV5 promotorunun arkasinda T7 bakteriyofajina ait T7 RNA polimeraz
genini taswr. LacUVS promotoru IPTG ile uyarilarak bu polimerazin sentezlenmesini
saglar. Bakteriye aktarims ekspresyon vektorii iizerindeki T7 promotoru anlatim
caliymalarinda kullanilan ¢ok giiglii bir promotordur. pET100D/TOPO ekspresyon
vektorii bu 6zellikleri tasidigmdan SMT geni bu vektdr icinde E. coli’nin BL21 Star™
(DE3) susunda basariyla klonlanmistir. AcSMT bakimindan rekombinant E. col/i BL21
Star'™ (DE3) hiicrelerinde protein anlatimmi ve aktivite olctimleri yapilmistir.
Rekombinant hiicrelerde AcSMT enzim proteininin varligt Western Blotlama ile
saptanmis (Bkz Sekil 4.23), aktivitesi ise TLC yontemi ile belirlenmistir (Bkz Sekil
4.24). Gerek immiinolojik olarak enzim proteininin varhg gerekse aktivitesinin

gosterilmesi, bu enzimin substrat Ozgiinliigiiniin arastirilabilmesi i¢in E.coli’de

tiretiminin uygun bir sistem olacagini diigtindiirmektedir.

Proteinler birincil yap1 s6z konusu oldugunda birbirlerinden amino asitlerin dizilis siras1
bakimindan ayrilmaktadirlar. Ayn1 zamanda birincil yapilar1 ayni olsa dahi proteinler
ikincil ve Uglinciil yapilar1 bakimindan farkhilik gosterebilmektedirler. Bu farkliligi
saglayan ikincil ve ii¢linciil yapidaki katlanmalardir. Bugiine kadar izole edilen SMT
genlerinin, aminoasit dizileri olarak homosistein metiltransferazlara yiiksek derecede
benzedigi saptanmustir. A. bisulcatus SMT enzimi ile yapilan ¢aligmalarda bu enzimin

selenosisteine olan afinitesinin homosisteinden daha yiiksek oldugu bulunmustur. Sors
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ve dig. (2009), SMT enziminin selenosistein ve homosistein substratlar1 arasinda tercih
yapabilmesini saglayan aktif bolgesini ortaya koymak amaciyla A. bisulcatus SMT
enziminin olas1 li¢ boyutlu yapismi ortaya koymuslardir. Olas1 model yapisini
olusturmak iizere bilgisayar programi en uygun kalip olarak Thermatoga maritima
bakterisine ait kobalamin bagimli metionin sentaz (Tm-metH) proteinini almistir (Evans
ve dig. 2004). Bu enzim metil tetrahidrofolat1 metil vericisi olarak kullanir ve
homosisteinden metionin olusumunu katalizler. Kobalamini ise ara basamakta metil
tastyicist olarak kullanr. Tm-metH iizerinde yapilan kristalografik ¢alismalar 8’er birim
a ve B katlanmasi ve yani swra katalitik ¢inko baglanma bolgesi icerdigini ortaya
koymustur (Evans ve dig. 2004). Bu enzimin katalitik bolgesini 207., 272. ve 273.
pozisyonlardaki sistein aminoasit bakiyelerinin olusturdugu belirlenmistir. Bu katalitik
bolge lizerinde gergeklesen reaksiyonda homosisteinin siilfiir grubu ile 147. aminoasit
treonin etkilesime gecer. Treonin metil transferini ger¢eklestirmek icin gerekli olan
hidrojen bagmi vermekle gorevlidir. Aminoasit dizi karsilagtirmalar1 sonucunda bu
katalitikk bolgeyi olusturan sistein bakiyelerinin 245., 312. ve 313. pozisyonlarda A.
bisulcatus SMT’sinde ayni1 sekilde korundugu saptanmistir. Buna ek olarak Tm-metH
proteininde 147. pozisyondaki treonin bakiyesine karsilik bu giline kadar A. bisulcatus
da dahil olmak iizere Astragalus bitkilerinden izole edilen SMT proteinlerinin tiimiinde
184. pozisyonda alanin bulunmaktadir. Ancak sekonder selenyum biriktiricisi bitkilerde
yapilan tarama c¢aligmalarinda 184. pozisyonda treonin bakiyesinin korundugu
saptanmigtir. Bu tez c¢aligmasindan elde edilen niikleik asit dizisi kullanilarak
olusturulan aminoasit dizisi ile yapilan protein veri bankasi tarama sonuglar1 sonucunda
A. chrysochlorus’un, A.bisulcatus’daki gibi 245., 312. ve 313. pozisyonlarda sistein,
184. pozisyonda ise ikincil biriktiricilerdeki gibi treonin igerdigi saptanmustir. Sors ve
dig. (2009) tarafindan A. bisulcatus SMT proteinini sifreleyen gen ilizerinde yapilan
yonlendirilmis mutasyon ile 184. pozisyondaki alanin bakiyesi treonine ¢evrilmistir. Bu
degisim sonucunda mutant enzimin selenosistein afinitesinin artmasinin yani sira
homosisteini de metilleyebildigi ortaya konmustur. Treonin bakiyesi yan zincirinde, 3
karbonda, daha etkin bir bigimde hidrojen bagi olusturabilen hidroksil grubu
tasimaktadir. Diger taraftan alaninin o karbon atomunda treonine gore daha kuvvetli
hidrojen bagi yapmasma olanak vermeyen metil grubu vardir. Selenosistein ve S-
metilmetionin arasinda treoninin hidrojen bagi olusturma egiliminin daha yiiksek

oldugu diistiniilmektedir. Sekonder selenyum biriktiricisi bitkilerden izole edilen SMT
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enzimlerinde (BoSMT, CsSMT ve AcSMT) 184. pozisyonda treonin bakiyesinin
olmasi, bu enzimin bitkilerde hem selenosistein hem de homosisteini metilleyerek ¢ifte
gorev yapabilecegi olasihigmi diisiindiirmektedir. Ayn1 zamanda E. coli’den izole
edilmis YagD proteini de ayni pozisyonda treonin tagimaktadir ve selenosistein ve

homosisteini metilleyebildigi belirlenmistir (Neuhierl ve dig. 1999).

Bu tez calismasinda SDS-PAGE analizlerinde gdzlenen SMT proteininin yogun olarak
suda ¢Oziinemeyen fraksiyonda belirlenmis olmasi, E. coli BL21 Star'™ (DE3)
hiicrelerinde yiiksek miktarda anlatimi yapilan A. chrysochlorus SMT geni iiriinii olan
AcSMT enziminin IB (Inclusion Bodies)’ler olusturarak c¢oktiigiinii diistindiirmektedir.
Gilinlimiizde yapilan ¢aligmalarda belirli bir gene ait proteinin suda ¢dziinebilir olup
olmamas1 yiiksek miktarda anlatim1 ger¢eklestirilmeden tahmin edilemez (Ventura ve
Villaverde, 2006). Rekombinant protein iiretimi biyoteknoloji, yapisal genomik ve
proteomik gibi alanlarda kullanilan ¢ok 6nemli bir tekniktir. Bakteriler halen en uygun
tiretim sistemi olmasma ragmen prokaryotik konaklarda iiretilen pek ¢ok rekombinant
protein agregat olusturur. Bu nedenle IB olarak bilinen, suda ¢dziinemeyen, kirilgan
yapilar olarak hiicre i¢inde birikirler. IB’ler genellikle heterolog genlerin yiiksek
miktarda anlatimmin yapildig1 ¢alismalarda konak i¢inde olusurlar. Bazi rekombinant
proteinler hem suda ¢oziinebilen hem de ¢oziinemeyen fraksiyonlarda gozlense bile

birgok protein sadece IB’ler seklinde ¢oker.

Butez caligmasinda elde edilen bulgular, daha 6nce ikincil selenyum biriktiricisi oldugu
belirlenmis (Ar1 ve dig. 2010) ve bir Tirkiye endemigi olan Astragalus
chrysochlorus’un selenyum birikimden sorumlu olan selenosistein metiltransferaz
(SMT) enzim genine (AcSMT) sahip oldugunu dogrulamistir. AcSMT geninin, primer
selenyum biriktirici 4. bisulcatus AbSMT geni ile % 97 oraninda benzerlik
gosterdiginin belirlenmesi ve klonlanip gen {iriinii enzimin aktivitesinin de gosterilmesi,
selenyum biriktirici bitkilerde SMT enzim aktivitesiyle biriken ve antikanser 6zellikteki
metilselenosisteinin de Astragalus chrysochlorus’da biriktigini dislindiirmektedir.
Genom haritalamas1 yapilmamus bir bitki olan A. chrysochlorus’dan SMT geninin
izolasyonu hem bitkilerde selenyum metabolizmas1 aragtirmalari i¢in temel bilime hem
de Astragalus cinsi bitkilerde genomik calismalara katkilar saglayabilecektir. Ileride
yaptlmas1 planlanan ¢aligmalarla AcSMT enzim aktivitesinin farkli ¢inko
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konsantrasyonlar1  ile  indikklenebilirlifi ~ ve  selenyum  metabolizmasmda
metilselenosistein iiretiminde ilk kademe enzimlerinden ATP siilfiirilaz (APS) geninin
izolasyonu, A. chrysochlorus bitkisinin biyoteknolojik yolla antikanser madde tiretimi

i¢in kullanilabilme potansiyelini yaratabilecektir.
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