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ÖNSÖZ 
 
Bu tez çalışması ile, ilk kez araştırma grubumuz tarafından kültüre alınmış Türkiye 
endemiği Astragalus chrysochlorus’un sekonder metabolizmasında genomik düzeydeki 
çalışmalara ek olarak, selenyum metabolizmasına ait antikanser metabolit üretimi ile 
ilişkili SMT (selenosistein metiltransferaz) geninin izolasyonu ve moleküler 
karakterizasyonu, on yılı aşkın süredir çalışılan bitkinin biyoteknolojik olarak 
değerlendirilmesi potansiyelini yükseltmiştir. 
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ÖZET 
 
Astragalus chrysochlorus’da Selenyum Birikimine İlişkin Moleküler 
Çalışmalar 
 
 
 
Selenyum kanserden koruyucu etkilerinin yanı sıra insan sağlığında önemli rolleri olan 

bir elementtir. Selenyumlu bileşiklerin kanserden koruyucu etkilerinin değişkenlik 

gösterdiği saptanmış olmakla birlikte, metilselenosisteinin (MeSeCys) en etkili 

bileşiklerden biri olduğu bilinmektedir. Astragalus cinsi bitkilerin yüksek oranda 

MeSeCys olmak üzere, selenyumlu bileşikleri biriktirdikleri belirlenmiştir. Bu nedenle  

MeSeCys biriktirilmesi çalışmaları için uygun bir model oluşturmaktadırlar. MeSeCys 

oluşumundan sorumlu olan selenosistein metiltransferaz (SMT) enzimini şifreleyen gen 

Astragalus chrysochlorus bitkisinden, veribankasında bulunan diğer SMT genleri ve 

daha önceki çalışmamızdan elde edilen dizi bilgileri kullanılarak tasarlanan primerler ile 

PZR ve RACE PZR yöntemleriyle izole edilmiştir. Bu genin, 1.242 bç. uzunluğunda ve 

340 amino asit, 40 kDa ağırlığında proteini şifreleyen açık okuma çerçevesine sahip 

olduğu belirlenmiştir. AcSMT’nin aminoasit dizisinin A. bisulcatus SMT proteinine % 

97 oranında benzediği saptanmıştır. Mitokondri ve kloroplast sinyali içermediği 

belirlenen AcSMT’nin karboksil ucunda, diğer metil transferazlar gibi çinko bağlayan 

GGCC motifi içerdiği ve bu bölgeye yakın konumlanmış korunmuş sistein bakiyeleri 

saptanmıştır. AcSMT geni, Escherichia coli’ye aktarılarak bu bakteride anlatımı 

sağlanmış ve ürünü olan protein Western Blotlama yöntemiyle belirlenmiştir. Ayrıca bu 

bakterilerden elde edilen hücre ekstrelerinde yapılan enzim aktivitesiyle AcSMT’nin 

varlığı saptanmış, farklı selenat uygulamaları ile anlatımı araştırılan AcSMT geninin 

bitkide sürekli anlatım yaptığı bulunmuştur. AcSMT geninin bakteride klonlanarak 

ürünün anlatımının başarılması, bu enzimin rekombinant DNA teknolojisi ile üretimine 

temel oluşturacaktır. 
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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 AcSMT 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. GİRİŞ 

Selenyum, biyolojik sistemler için yüksek konsantrasyonlarda toksik bir element 

olabildiği gibi pek çok hücresel işlev için de gereklidir. Günümüzde, selenyumun 

gelişim, bağışıklık, antioksidasyon, kanser gibi pek çok biyolojik süreçte etkili olduğu 

belirlenmiştir. Selenyumun toksik etkisi canlılarda depolanmasını zorlaştırır. Ancak 

Astragalus sp. türü bazı bitkiler yüksek miktarda selenyum biriktirebilmektedirler. 

Selenyum, bu bitkilerde metilselenosistein (MeSeCys) şeklinde depolanır. 

Metilselenosistein, toksik olmayan bir selenyum bileşiğidir. Selenyumun MeSeCys 

şeklinde biriktirilmesi, bu elementin hem toksik etkisinin giderilmesini hem de 

depolanabilmesini sağlar. MeSeCys oluşumda rol oynayan anahtar enzim, Selenosistein 

metiltransferazdır (SMT). MeSeCys, selenosistein ve S-metilmetioninden SMT aracılığı 

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

Leguminosae ailesinin üyesi olan, dünyada yaklaşık 2500 türü bulunan Astragalus 

(geven) cinsi bitkiler özellikle Avrupa, Asya ve Kuzey Amerika’da yayılım 

göstermektedir (Akan ve Civelek 2001). Astragalus türleri, Çin’de halk arasında 

yüzyıllardır yorgunluk, halsizlik, iştahsızlık, ateş, terleme, diyare, astım, soğuk algınlığı, 

uterus, ovaryum ve kolon kanserine karşı tedavi amaçlı kullanılmaktadır. A. 

membranaceous, A. mongholicus tıbbi olarak en yaygın kullanılan türlerdir. Ayrıca kitre 

zamkı olarak da isimlendirilen Astragalus’un yapışkan özelliğe sahip öz suyu tedavi 

amaçlı, yapıştırıcı-sıkılaştırıcı ve katılaştırıcı (diş hekimliğinde protez yapımı, besin 

endüstrisinde dondurma yapımı, iplik, deri ve kumaşların işlenmesi için tekstilde) 

olarak kullanılmaktadır. Bunların dışında Astragalus’lar hayvanlar tarafından yem 

olarak tüketilmektedir (Çalış ve diğ. 1996).  

Bu tez kapsamında daha önceki ön çalışmalarla selenyuma tolerans gösterdiği belirlenen 

ve selenyum birikiminden sorumlu olan SMT genine ait korunmuş 595 baz çiftlik 

parçayı taşıdığı saptanan A. chrysochlorus bitkisinde SMT geninin proteini 

şifrelemeden sorumlu olan DNA dizisinin tamamının izolasyonu ve moleküler 
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analizinin yapılması hedeflendi. Bu amaçla öncelikle A. chrysochlorus tohumları Se 

varlığında doku kültürü koşullarında çimlendirildi ve çimlenen fideciklerden total RNA 

izolasyonu yapıldı. RNAların saflığı ve konsantrasyonu spektrofotometrik olarak 

belirlendi. Kalitatif analiz ise % 1’lik agaroz/formaldehit jelde yapıldı. Bu RNAlar 

kullanılarak yapılan revers transkripsiyon reaksiyonuyla cDNAlar elde edildi. Se içeren 

ortamda yetiştirilmiş A. chrysochlorus’dan elde edilen cDNAlar, RACE (Rapid 

Amplified cDNA Ends) PZR yöntemi (Frohman ve diğ. 1988) için kullanıldı. Böylece 

SMT genine ait cDNA, korunmuş bölgelere özel primerler yardımıyla çoğaltıldı. PZR 

ile, yapılan ön çalışmalardan elde edilen ve selenyum birikiminden sorumlu olan SMT 

genine ait korunmuş bölgelere göre tasarlanan primerlerle genin 5', 3' bölgeleri ve 

tamamı çoğaltıldı. Elde edilen bölgelerin dizi analizleri yapıldı. Diziler diğer dizi 

verileriyle karşılaştırma yapmaya olanak veren BLASTX programı aracılığı ile 

tanımlandı. Karşılaştırılan dizilerin daha önce diğer organizmalardan elde edilen SMT 

genine ait dizilerle benzerliği saptandı. Daha sonra SMT genine ait dizi bakteriyel 

pET100D/TOPO ekspresyon vektörüne klonlandı ve genin anlatımı SDS-PAGE, 

ardından yapılan western blotlama ve enzim analiziyle belirlendi. 

 

Bu tez çalışmasıyla, Astragalus chrysochlorus’da selenyum birikimine ilişkin SMT 

(Selenosistein metiltransferaz) geninin izolasyonu ve moleküler karakterizasyonunun 

gerçekleştirilmesinin, biyoteknolojik açıdan antikanser bir madde olan 

metilselenosistein (MeSeCys) üretimine, selenyum ile kirlenmiş toprakların 

fitoremediasyon ile temizlenmesine ve SMT geninin türler arası homoloji 

karşılaştırmaları ile de temel bilime katkı sağlayacağı düşünülmektedir. 
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2. GENEL KISIMLAR 

2.1. SELENYUM 

Selenyum (Se), atom numarası 34 atom ağırlığı 78,96 g olan ve Se simgesiyle ifade 

edilen 6A grubu bir elementtir. İsveçli araştırıcı Jacob Berzelius tarafından 1817’de 

keşfedilen Se’un, atom çekirdeği kükürtten (S+2) büyük olmasına karşın, bu iki 

elementin kimyasal özellikleri benzerlik gösterir. Eser miktarda selenyum’un 

organizmaların metabolizmasında önemli rol oynadığı ve hayvan hücrelerinin birçok 

fonksiyonu için gerekli bazı enzimlerin yapısına katıldığı, ancak yüksek miktarlarda 

alındığında toksik etki yaptığı bilinmektedir (Ellis ve Salt, 2003). Selenyum, kükürt ile 

olan benzerliğinden dolayı proteinlerin yapısına katılmakta olup, hayati öneme sahip 

işlevsel ve yapısal proteinlerin 3 boyutlu yapılarında farklılıklara neden olabilmektedir. 

Bu benzerlik canlılarda Se’un neden olduğu toksik etkiyi açıklamaktadır (Terry ve diğ. 

2000).  

 

Selenyumun önemi ilk olarak 1957’de Schwarz and Foltz tarafından ortaya konmuştur. 

Eser miktarda selenyumun metabolizma için gerekli olduğunu belirtmişlerdir. 1973 

yılında, selenyumun glutatyon peroksidaz gibi önemli antioksidan enzimlerin yapısına 

katıldığı kanıtlanmıştır (Rotruck ve diğ., 1973). Selenyum, yaşlanma ve kanser 

araştırmalarında, antioksidasyon mekanizmalarındaki etkinliği sebebiyle özellikle son 

20 yılda araştırmacıların büyük ilgisini çekmiştir. Asya ve Çin’de, 1979’da, selenyum 

eksikliğinde görülen bir hastalık olan, Keshan hastalığında, besinle alınan selenyumun 

insan sağlığında rolü olduğu saptanmıştır. Böylece selenyumun insan beslenmesi için 

önemi ortaya konmuştur. Metil selenik asit, metilselenosistein ve selenometionin gibi 

bazı düşük moleküler ağırlıktaki selenyumlu bileşiklerin hayvan ve in vitro model 

çalışmalarında antitümörogenik ajanlar olarak etkili oldukları gösterilmiştir (Medina ve 

diğ. 2001; Mckenzie ve diğ. 2009). 
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2.2. SELENYUM VE SAĞLIK 

Selenyum besin zincirine selenyumu topraktan alan bitkiler aracılığı ile katılır. Asidik, 

volkanik topraklar ve bunların demir veya alüminyum ile karışımı Avrupa’nın birçok 

bölgesinde selenyumun bitkiler tarafından alınımını azaltmaktadır. Bu durum 

1950’lerden bu yana hayvan gelişimi üzerinde olumsuz etkiler yaratarak ciddi ekonomik 

kayıplara yol açmaktadır (Pilon-Smits ve Quinn, 2010). İnsanların besinlerden aldığı Se 

miktarı coğrafik bölgelere göre değişmektedir. Selenyum eksikliğine bağlı olarak 

görülen hastalıkların en önemlileri Keshan hastalığı, endemik kardiyomiyopati, Kashin-

Beck hastalığı ve eklem iltihabıdır. Bu hastalıklardan Keshan, Çin’in selenyumca fakir 

bölgesi olan Keshan’da görülmesi nedeniyle bu ismi almıştır. Selenyumun önemli 

işlevlere sahip selenoproteinlerin yapısında yer alması nedeniyle bu elementin eksikliği 

insan ve hayvan sağlığı açısından hayati sonuçlar doğurmaktadır (Pilon-Smits ve Quinn, 

2010).  

 

Selenoproteinler, selenyum içeren selenosisteinin translasyon sırasında genetik şifrenin 

yeniden okunması mekanizması ile proteinlerin yapısına katılarak oluşur. Standart 

genetik şifre hücrelerin sadece 20 aminoasidi kullanarak proteinleri üretmesine izin 

verir. Fakat bakteriler, arkeler ve ökaryotlar translasyon düzeyinde yeniden okuma 

yoluyla uzayan polipeptit zincirine doğrudan girebilen selenosisteini içerirler. 

Selenosistein (SeCys), kükürt atomunun yerini alan bir Se atomu sayesinde sisteine 

benzer bir yapıya sahiptir. Normalde translasyon durdurucu sinyal için kullanılan UGA 

kodonu ile baz eşleşmesi yapan özel bir tRNA molekülüne bağlı serinden üretilir (Şekil 

2.1). Özelleşmiş bir tRNA molekülü, normal seril- tRNA sentetaz tarafından serin (Ser) 

ile yüklenir ve serin daha sonra enzimatik olarak selenosisteine dönüşür. mRNA 

molekülünde sap ve ilmek yapısı oluşturan özel diziler selenosisteinin polipeptit 

zincirine katılacağı UGA kodonunu işaret eder. Bu olay bakterilerde SelB adı verilen 

selenosisteine özgü bir translasyon faktörünün katılımını gerektirir. Memelilerde ise bu 

görevi eEFsec adı verilen bir protein kompleksi üstlenir (Hattfield ve diğ. 2006,  Squires 

ve Berry, 2008). 
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Şekil 2.1. Selenosistein biyosentez yolu 

 

İnsan selenoproteomu 17 selenoprotein ailesi içerir ve bunların bazıları çoklu gen 

aileleridir (Kryukov ve diğ. 2003, Reeves ve Hoffmann, 2009). Bunlar glutatyon 

peroksidaz (GPx, 5 gen), tiyoredoksin redüktaz (TrxR, 3 gen) selenofosfat sentataz 2 

(SPS2) ve iodotironin deiodinaz (DIO, 3 gen) dır. Geri kalan selenoproteinler 15k-Da 

büyüklüğündeki Sep15 i ve alfabetik sırayla adlandırılan SelH, SelI, SelK, SelM, SelN, 

SelO, SelP, SepP, SelR, SelS, SelT, SelV ve SelW yi içermektedir. Bu proteinlerden 

sadece birkaç tanesi fonksiyonel olarak tanımlanmıştır. İnsan selenoproteomuna ait 

proteinler Tablo 2.1’de verilmiştir. 
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Tablo 2.1 İnsan Selenoproteomundaki Selenoproteinler 

Selenoprotein Görevi  

15kDa Endoplazmik retikulum içinde protein katlanmasının kontrolu 

D11 Tiroid hormon olgunlaşması 

D12 Tiroid hormon olgunlaşması 

D13 Tiroid hormon olgunlaşması 

GPx1 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 redüktaz 

S Bilinmiyor 

SPS2 Selenofosfat sentaz 

T Bilinmiyor 

TR1 Sitoplazmik tioredoksin redüktaz 

TR2 Mitokondriyal tioredoksin redüktaz 

V Bilinmiyor 

W Bilinmiyor 

MsrA Metionin S-sülfoksit redüktaz 

R (MsrB) Metionin R-sülfoksit redüktaz 
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Enzim aktivitesine sahip selenoproteinlerde selenosistein, enzimlerin aktif bölgelerinde 

yer alır. Selenyum redoks merkezi olarak bir takım fonksiyonlara sahiptir. Örneğin, 

tiyoredoksin redüktaz selenoenzimi DNA sentezinde nükleotidleri indirgeyerek hücre 

içi redoks durumunun kontrolüne yardımcı olur. Ayrıca selenyum bağımlı iyodotironin 

deiyonidaz aynı şekilde inaktif öncül bileşenlerden aktif tiroid hormonu üretir. Redoks 

fonksiyonunun en iyi bilinen örneği, hidrojen peroksit, lipid ve fosfolipid 

hidroperoksitlerinin selenyum bağımlı glutatyon peroksidaz ailesi tarafından zararsız 

ürünlere (su ve alkol) dönüştürülmesidir. Bu fonksiyon membran bütünlüğünün 

korunmasına yardımcı olur, prostasiklin üretimini korur ve oksidatif hasarın 

ateroskleroz ve kanser gibi artan risk koşulları ile ilişkili DNA, lipid ve lipoprotein gibi 

biyomoleküllere yayılma olasılığını azaltır. Selenyum bunun yanında özellikle fertilite, 

immun yanıt ve kanserden korunma ile ilgili sağlık etkilerine sahiptir (Sunde, 1997, 

Pilon-Smits ve Quinn, 2010). 

 

Fazladan selenyum takviyesi yapılması aktif T hücrelerinin artışına, bağışıklık 

sisteminin stimülasyonuna yol açmıştır. Günde 200 µg selenyum (sodyum selenit 

olarak) takviyesi yapılan gönüllü bireylerin lenfositlerinde, antijen stimulasyonuna 

cevapta, sitotoksik lenfosit gelişiminde ve kanser hücrelerinin zarara uğratılmasında 

artış olduğunu göstermiştir. Ayrıca doğal öldürücü hücrelerin (“natural-killer-cell”) 

aktivisinde de artış saptanmıştır. Selenyum ilavesi ile tümör sitotoksisitesinde % 118 

oranında, doğal öldürücü hücrelerin aktivitesinde % 82 oranında artış belirlenmiştir. Bu 

mekanizmanın selenyumun aktif lenfosit ve doğal öldürücü hücrelerin yüzeyindeki 

büyüme düzenleyici sitokin interlökin-2 reseptörlerinin anlatımını artırma, böylelikle bu 

hücrelerin interlökin-2 ile etkileşimini kolaylaştırma yeteneği ile ilişkili olduğu 

bilinmektedir (Kiremidjian-Schumacher ve diğ. 1994).  

 

Ayrıca selenyum immün sistem hücrelerinin fonksiyonlarını yerine getirebilmeleri için 

bir gereksinimdir. Aktif T hücreleri, hücresel fonksiyonları ve immun yanıtın kontrolü 

için öneme sahip selenoproteinlerin gerekli parçası olan selenosistein sentezini sağlayan 

selenofosfat sentaz aktivitesini yüksek oranda göstermektedir. T hücreleri ile ilişkili 

birkaç genin (interlökin-2-reseptör, α-altünite, CD4) fonksiyonel selenoproteinleri 

kodlayabileceği ortaya konmuştur. Bu durum selenyumun immun sistemdeki rolünün 
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tahmin edilenden daha çeşitli olabileceğine işaret etmektedir (Taylor ve Nadimpalli, 

1999). 

 

Selenyum eksikliği bazı viral enfeksiyonlarda hastalığın ortaya çıkışı, virulansı ve 

ilerleme süreci ile bağlantılıdır (Taylor ve diğ.1997). Beck ve arkadaşları (1998) konağa 

zarar vermeyen virüslerin, selenyum eksikliği taşıyan bireylerde virulant olabileceğini, 

bu durumun Keshan hastalığının gelişimi ile ilişkili olduğunu göstermiştir. Selenyum 

eksikliği olan fareler “coxsackie virus” un iyi huylu suşu (CVB3/0) ile inokule 

edildiğinde genomda mutasyonlar meydana gelmiş ve miyokardite yol açan 

kardiyovirulant virüs formu ortaya çıkmıştır (Beck ve diğ. 1995). Ayrıca bu farelerdeki 

virüs yeterli miktarda selenyum eksikliği yaşamayan farelere aktarıldığında kalp 

hasarının devam ettiği görülmüş ve geri dönüşümsüz bir mutasyon oluştuğu sonucuna 

varılmıştır. “Coxsackie virus” incelendiğinde konakta miyokardite yol açan virulans 

gelişimi ile beraber altı nokta mutasyonu tanımlanmıştır. Glutatyon peroksidaz 

sentezleyemeyen farelerde yapılan benzer bir çalışma bu enzimin miyokardit 

mutasyonlar ile sonuçlanan viral RNA genomundaki oksidatif hasarın önlenmesi için 

gerekli olduğunu ortaya koymuştur (Beck ve diğ. 1998). Keshan hastalığını taşıyan 

insanların dokularından ve kanlarından izole edilen “Coxsackie virus” un 

kardiyomiyopatinin gelişiminde kofaktör gibi iş gördüğü düşünülmektedir. Selenyumun 

HIV taşıyan hastalar için de gerekli bir element olduğu bilinmektedir. Selenyum in vitro 

HIV replikasyonunun potansiyel inhibitörüdür. HIV gelişimi sırasında bağışıklık sistemi 

hücreleri olan CD4 T’lerin sayısında azalma görülür (Beck ve diğ. 1998). Plazmada 

selenyum miktarındaki azalma HIV enfeksiyonunda CD4 T hücrelerinin kaybı ile 

paralellik göstermektedir. Selenyumdaki bu azalma hastalığın erken evrelerinde 

gerçekleşir. Plazmadaki selenyum HIV enfeksiyonunu belirlemede güçlü bir araçtır. 

Baum ve diğ. (1997) selenyum eksikliği taşıyan HIV hastalarının normal miktarda 

selenyum taşıyanlara oranla ölüme 20 kat daha eğilimli olduklarını göstermiştir. 

Selenyum eksikliği bu araştırıcılar tarafından 85 µg/l veya altında bir plazma 

konsantrasyonu olarak belirlenmiştir. HIV ile enfekte olmuş çocuklarda, düşük 

seviyelerde plazma selenyumunun ölüm riskini ve hastalığın ilerleme sürecini arttırdığı  

da belirlenmiştir (Baum ve diğ., 1997). 
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Selenyumun ayrıca karaciğer kanserinin gelişmesine karşı hepatit virüsü (B veya C) ile 

enfekte bireylerde koruyucu olduğu gösterilmiştir (Yu ve diğ. 1997, Yu ve diğ. 1999). 

Virüsler konağın sahip olduğu selenyumu viral selenoproteinlere dönüştürür, böylece 

konağın etkili immün yanıt oluşturmasını engeller. Taylor ve diğ. (1997) yeterli 

selenyum varlığında hücresel immünitenin yüksek olacağını ve konak hücrenin apoptoz 

ile kaybının azalacağını belirtmiştir.  

 

Selenyumun fertilite üzerinde olumlu etkileri vardır. Selenyumun hayvanlarda sağlıklı 

üreme için gerekli olduğu uzun zamandan beri bilinmektedir (Underwood, 1977). 

İdiyopatik düşük probleminin selenyum eksikliği ile ilişkili olduğu koyunlar üzerindeki 

veteriner çalışmaları ile gösterilmiş ve selenyum ilavesinin düşükleri engellediği ortaya 

konmuştur (Stuart ve Oehme, 1982). Bu durumun insanlarda görülen düşükler ile ilgili 

olup olmadığını araştıran Barrington ve arkadaşları (1996) ilk üç aylık dönemde veya 

tekrarlanan düşüklerde kadınların serumlarında çok düşük miktarda selenyum 

barındırdıklarını bulmuşlardır. Bu araştırmacılar erken evrelerde görülen düşükleri, 

selenyum bağımlı glutatyon peroksidaz miktarının az olması sebebiyle DNA ve 

biyolojik membranlarda antioksidan korumasının azalması ile ilişkilendirmişlerdir. 

Testosteron biyosentezi ve normal spermatozoa gelişimi için gerekli olduğundan 

selenyum erkek verimliliği için de önemlidir (Behne ve diğ., 1996). Seminal 

plazmadaki selenyum konsantrasyonunun Norveçli bir grup erkek üzerinde yapılan 

çalışmalarda spermatozoa konsantrasyonu ile ilişkili olduğu bulunmuştur (Oldereid ve 

diğ. 1998). Hayvanların selenyum eksikliği olan besinlerle beslenmelerinin, spermlerde 

hareket zayıflığı ve kuyruk kısmının kopması ile ilişkili olan böylece döllenme şansını 

düşüren spermin orta kısmında yapısal anormalliklere yol açtığı Ursini ve arkadaşları 

(1999) tarafından gösterilmiştir. Bu araştırıcılar glutatyon peroksidazın bir formunun 

(GPx4), olgun spermatozoaları oksidatif strese karşı koruduğunu saptamışlardır.  

 

Selenyumun beyin fonksiyonları için önemli olduğuna dair birçok bulgu vardır. 

Selenyum ile beslenmenin çocuklarda şiddetli epilepsi krizlerini azalttığı görülmüş, 

yaşlı bireylerde ise plazmada bulunan düşük selenyum konsantrasyonunun bunama ve 

kavrama kaybı ile ilişkili olduğu belirlenmiştir. Alzheimer hastalarının beyin selenyum 

konsantrasyonlarında % 60 oranında azalma olduğu saptanmıştır (Weber ve diğ. 1991, 

Ramaekers ve diğ. 1994).   



 

 

10 

Ruhsal durum üzerinde selenyum varlığının yararlı etkileri gösterilmiştir. Düşük 

selenyum varlığının depresyon, bunalım, bilinç bulanıklığı ve agresiflik ile ilişkili 

olduğu kanıtlanmıştır (Berr ve diğ. 2000). Yapılan çalışmalardan birinde selenyum 

eksikliğinin depresif ve sinirli davranışlara yol açtığı belirlenmiştir (Finley ve Penland, 

1998). Bireylerin 15 hafta boyunca düşük miktarda selenyumla beslendiği çalışmada 

bilinç bulanıklığı ve depresiflik derecelerinde önemli artışlara rastlanmıştır (günlük 

alınan düşük selenyum miktarı 32.6 µg, İngiltere’de ise 29-39 µg arasındadır) (Hawkes 

ve Hornbostel, 1996). Bu bulguların aksine yüksek selenyum alımının ruhsal durumu 

iyileştiği başka bir çalışmada ise 226.5 µg/gün selenyumla beslenen bireylerde bilinç 

bulanıklığı ve depresiflik derecelerinde önemli düşüşlere rastlanmıştır (Finley ve 

Penland 1998). 

 

Selenyum kalp damar hastalıklarına karşı koruyucudur. Bu koruyuculuğun glutatyon 

peroksidazın lipitlerin oksidatif modifikasyonu ile mücadele ve trombosit 

agregasyonunu azaltma yeteneğinden kaynaklandığı belirlenmiştir (Neve, 1996). 

Glutatyon peroksidazın bir formu olan GPx4, fosfolipidlerin ve lipoproteinler ile ilişkili 

kolesterol esterlerinin hidroperoksitlerini azaltarak, damar duvarlarındaki oksitlenmiş 

lipoproteinlerin birikimini düşürür (Reeves ve Hoffmann, 2009). Selenyum eksikliğinde 

hidroperoksitlerin artışı, damar genişletici prostasiklinin endotelyum tarafından 

üretiminden sorumlu prostasiklin sentetaz enzimini inhibe eder, ancak damar büzülmesi 

ve trombosit birikimi ile ilişkili tromboksan üretimini stimüle eder (Nichol ve diğ. 

1998). Kalp-damar hastalıkları ve ölüm ilişkisinin farklı serum selenyum 

konsantrasyonları ile test edildiği çalışmalarda selenyum miktarının önemli olduğu 

bulunmuştur (Salonen ve diğ. 1988, Virtamo ve diğ.1985, Suadicani ve diğ.1992).  

 

Selenyumun pankreatit üzerinde koruyucu etkisinin olduğuna dair bulgular vardır. 

“Manchester Royal Infirmary” merkezinde yapılan araştırmada diğer antioksidanlar ile 

birlikte 600 µg selenyum alımının kronik ve nükseden pakreatit hastalarında ağrıyı ve 

kriz sıklığını azalttığı belirlenmiştir. Bu uygulama pankreatit hastaları için cerrahi 

müdahale gerekliliğini ortadan kaldırdığı için devrimsel bir nitelik taşımaktadır 

(McCloy, 1998). Selenyumun ayrıca akut pankreatit için yararları söz konusudur.  

Hastalara damar içi yolla selenyum uygulaması ile pankreatit ve buna bağlı ölüm 

oranında % 89 oranında azalma belirlenmiştir (Kuklinsky ve Schweder, 1996). 
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Yetişkinlerde günlük selenyum alımı ile astım arasındaki ilişki Londra’da geniş bir 

populasyonu kapsayan vaka kontrol çalışması ile ortaya konmuştur (Shaheen ve diğ. 

1999). Nefes darlığı problemi olan Yeni Zelandalı çocuklar üzerinde gerçekleştirilen 

çalışma sonucunda yetersiz miktarda selenyum alımı olduğunda astımın daha yaygın 

görüldüğü saptanmıştır (Shaw ve diğ. 1994).  

 

1970’den beri yapılan epidemiyolojik çalışmalar selenyum alımı ve kanser nedeniyle 

ölüm arasında ilişki olduğuna dair kanıtlar sunmaktadır. Schrauser ve arkadaşkarı 

(1977) yaptıkları çalışmada 27 ülkede selenyumla kanser arasında bağlantı olduğunu 

bulmuştur. Farklı konsantrasyonlarda selenyum alımının kanser türleri açısından olumlu 

ve olumsuz etkileri saptanmıştır. 1980lerde ve 1990ların başlarında 8000-34000 bireyi 

kapsayan çalışmalarda düşük selenyum alımının prostat ve akciğer kanseri vakaları ve 

ölüm oranında artışa yol açtığı belirlenmiştir (Combs ve Gray, 1998, Kok ve diğ. 1987, 

Knekt ve diğ. 1998, Yoshizawa ve diğ. 1998). Hepatocellular karsinomada (HCC)  ise 

7342 Taiwan’lı erkek üzerinde yapılan çalışmada kronik Hepatit B ve C virusu 

enfeksiyonununda, plazmadaki yüksek selenyum konsantrasyonlarının HCC’nin 

gelişimi için risk faktörü oluşturduğu belirlenmiştir (Yu ve diğ. 1999).  

 

Selenyumun insan ve hayvan sağlığı üzerindeki koruyucu etkileri antioksidan 

enzimlerin yapısına katılarak biyomoleküllerin zarar görmesini engelleyebilme  

özelliğinden kaynaklanır. Selenyum glutatyon peroksidaz aracılığı ile gerçekleştirdiği 

antioksidan rolü ile hidrojen peroksit, lipit ve fosfolipit hidroperoksitlerini azaltır ve 

böylece serbest radikal ve reaktif oksijen türlerinin miktarlarını düşürür (Ellis ve Salt, 

2003). Ayrıca hidrojen peroksitlerin uzaklaştırılması ve süperoksit üretiminin 

azaltılması ile solunuma bağlı sorunları düzenler. Artan oksidatif stres ve iltihap ile 

ilgili bir durumların (romatoid artrit, pankreatit ve astım) selenyum miktarı ile 

değişebileceği Finlandiyalı kadın ve erkekten oluşan hasta grubuna yönelik bir 

çalışmada ortaya konmuştur. Romatoid artrit vakasının görüldüğü hasta grubu ile 

yapılan denemede 200 µg selenyumun maya formunda üç ay boyunca alımının eklem 

ağrılarını önemli ölçüde azalttığı gözlenmiştir (Knekt ve diğ. 2000). 

 

Son yıllarda bitkilerdeki Se bileşenlerinin antikarsinojenik aktivitelerini tanımlamaya 

yönelik çalışmalar gerçekleştirilmektedir. Araştırmacıların üzerinde yoğunlaştığı 
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bitkiler sarımsak, soğan ve brokolidir. Finley ve arkadaşları (2001) Sprague-Dawley 

sıçanlarının 3 µg Se/g içeren besinler (örneğin yüksek Se içeren brokoli) ile 

beslendiklerinde, 0.1 µg Se (selenit olarak) alan farelere göre çok düşük oranda meme 

tümörlerine rastlandığını belirtmişlerdir (Finley ve diğ., 2001). Bir diğer çalışmada 

Fisher F344 farelerini 2 µg Se/g selenyumu brokoli çiçeği veya brokoli filizleri ile 

beslediğinde,  0.1 veya 2 µg Se/g (selenit) düşük selenyum içerikli brokoli ile beslenen 

farelere göre daha az anormal kolon kriptlerine (küçük kör kese) rastlanmıştır (Finley ve 

diğ., 2001). Bu veriler yüksek selenyum içerikli brokolinin memeli kanserlerine yönelik 

koruyucu etkisi olduğunu ve brokolinin kolon kanserine karşı koruyucu formunun 

filizlerden Se alınımı ile arttığını göstermektedir. Ayrıca 2003’de Roberge ve 

arkadaşları HPLC-ICP-MS kullanarak brokolideki primer selenyum bileşeninin 

metilselenosistein olduğunu bulmuşlardır. Ip ve arkadaşları (2000) yaptıkları çalışmada 

sarımsak ve mayadaki Se miktarının çoğunluğunun sırasıyla % 73 ve % 85 oranlarında 

γ-glutamil-metilselenosistein ve selenometionin formunda olduğunu göstermiştir.  

 

Selenyumlu bileşiklerin (Şekil 2.2) antikarsinojenik aktiviteleri bu bileşiklere olan ilgiyi 

artırmıştır. Ayrıca kansere karşı aktif olan Se bileşeninin selenometiyonin olduğu 

varsayımı değişmiştir. Metilselenosistein’in selenometiyoninden daha faydalı olduğu 

yapılan çalışmalarda ortaya konulmuştur. Sadece 1-3 mg/kg metilselenosistein’in 

selenometiyonin veya selenite göre daha etkin bir kemopreventif etmen olduğu rapor 

edilmiştir (Ip ve Ganther, 1990, 1992a). Yapılan bir çalışmada metilselenosistein’in 

selenometiyonin’e göre iki kat daha etkin olduğu kanıtlanmıştır. Metilselenosistein’in 

kemiricilerde meme kanserinde tümor oluşumunu % 50 gerilettiği, buna karşın 

selenometiyonin’in aynı tümor oluşumunu % 20 gerilettiği bulunmuştur (Ip ve Ganther, 

1992b). Metil selenol selenyumun kansere karşı koruyucu olmasının sebebidir ve çok 

yüksek oranda reaktiftir. Bu sebeple bu maddenin in vitro test edilmesi mümkün 

değildir. Ancak dolaylı olarak öncüllerini kullanarak hücre içinde dönüşümünü 

sağlamak mümkündür. Metilselenosistein, karaciğer’de böbrekte ve bağırsakta var olan 

β-liyaz enzimi ile metil selenole dönüştürülür. Selenometiyonin ise çok basamaklı sülfür 

metabolik yolunda metabolize edilir. Selenometiyonin, metil selenol oluşturmada 

metilselenosistein kadar başarılı değildir. İnsan populasyonunda genetik polimorfizm 

sebebiyle enzimatik aktiviteler arasında farklılıklar görülebilir. Bundan dolayı 

selenometiyonine verilen yanıt daha geç ve zor olabilir. Ayrıca selenometiyoninin 
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proteinlere katılması söz konusudur oysa metilselenosistein proteinlere katılmaz. Bu 

nedenle metilselenosisteinin metabolize edilmesi daha kolaydır. Sıçanlarda yapılan bir 

çalışmada metilselenosisteinin kanser hücrelerinde apoptozu 3 kat artırdığı saptanmıştır. 

Aynı çalışmada hücre proliferasyonu yavaşlamış ve apoptoz baskılayıcı proteinlerin 

miktarında düşüşler belirlenmiştir (Ip ve diğ., 2002; Bhattacharya, 2011). 

 

Şekil 2.2. Selenyumlu bileşiklerin yapıları A) selenit, B) selenat, 
C) metilselenol, D) metilselenik asit, E) trimetilselenonium iyonu, F) selenometiyonin, 

G) selenosistein, H) metilselenosistein, I) selenobetain ve J) selenosiyanat 
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2.3. BİTKİLER VE SELENYUM 

Bitkiler, dokularında selenyumu biriktirebilmeleri açısından farklılık gösterirler. 

Selenyum biriktiricileri olarak bilinen bitkilerin kök, gövde, yaprak ve tohumlarında 

selenyum biriktirdikleri saptanmıştır. En önemli Selenyum biriktirici bitkiler Astragalus, 

Stanleya, Morinda, Neptunia, Oonopsis ve Xylorhita bitkilerine ait türlerdir (Terry ve 

diğ. 2000). Diğer yandan birçok yenebilen bitki selenyum biriktiremez. Selenyumlu 

topraklarda yetişen bitki türlerinin selenyum biriktirme kapasitelerinin farklı olduğu 

bilinmektedir. Örneğin kuru ağırlık olarak Astragalus bisulcatus’un 5530 mg Se/kg, 

Stanleya pinnata’un 1190 mg Se/kg, Atriplex nuttallii’nin 300 mg Se/kg biriktirebildiği 

bildirilmiştir (Pilon-Smits ve Quinn, 2010).  

 

Selenyum içeren topraklarda yetişebilen bitkilerin tümü selenyum biriktiricisi değildir. 

Örneğin, Astragalus türleri içinde selenyumlu topraklarda yetişen hem biriktirici hem de 

biriktirici olmayan bitkiler vardır. Selenyumu biriktiren bitkiler için bir alt sınıflandırma 

yapılmıştır. Ayrım katsayısı (DCi ) 1’den büyük olanlar primer biriktiriciler, 1’den küçük 

olanlar ise sekonder biriktiriciler olarak sınıflandırılmıştır. Kuru ağırlıkta 25 mg/kg (bazı 

durumlarda 100 mg/kg) ve daha az selenyum içeren bitkiler de selenyumu 

biriktirmeyenler (non-akümülatör), olarak sınıflandırmadaki yerini alır (Pilon-Smits ve 

Quinn, 2010). 

DCi=[Se/S]bitki / [Se/S]agar veya solusyon    DCi: Ayrım Katsayısı (Ellis ve Salt, 2003) 

 

Kara bitkilerinin bugüne kadar besinsel Se ihtiyacı olduğu ile ilgili hiçbir bilgi 

bulunmamaktadır. Ancak Se hayvanlar, mikroorganizmalar ve diğer bazı ökaryotlar için 

temel mikro besindir (Birringer, 2002). Normal üreme ve gelişme gibi fonksiyonlar için 

Se’a ihtiyaç duyan organizmalar, temel polipeptid iskeletlerinde birkaç adet SeCys 

taşıyan birçok selenoprotein üretirler. Bu selenoproteinlerden bazıları glutatyon 

peroksidaz (Mullenbach ve diğ. 1987), format dehidrogenaz (Zinoni ve diğ. 1987) ve 

selenofosfat sentetazdır (Lacourciere ve Stadtman 2001). Bu proteinlerde SeCys 

katalitik bölgede yer almaktadır.  

 

Bitki hücreleri selenyumu ortamdan selenat, selenit gibi inorganik formda, 

selenometionin (SeMet) gibi organik formda ya da gaz halinde alabilirler. Selenat aktif 
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taşıma ile bitki hücrelerine girer ve sülfat alımıyla yarışır. Her iki anyon da bitki kök 

hücrelerinin plazma membranlarındaki sülfat taşıyıcıları ile hücreye taşınır. Selenit ise 

hücreye difüzyon ile girmektedir. Bitkiler ayrıca selenyumun selenometionin gibi 

organik formlarını ve aynı zamanda dimetil selenid formunda uçucu selenyumu yaprak 

yüzeyinden absorbsiyon yoluyla hücre içine alabilmektedir (Terry ve diğ. 2000). Zieve 

ve Peterson 75Se-DMSe (dimetilselenid)’yi kullanarak Agrostis tenuis, Hordeum 

vulgare, Lycopersicon esculentum ve Raphamus sativus’un Se’nin gaz halinde dokulara 

alınabildiğini belirtmişlerdir (Zieve ve Peterson, 1984).  

 

Bitkilerin çeşitli bölgelerinde selenyumun dağılımı türe, gelişim evresine ve fizyolojik 

duruma göre değişkenlik gösterir. Selenyumu biriktirebilen bitkilerde, büyümenin ilk 

aşamalarında element genç yapraklarda birikir (Şekil 2.3). Bitkiler üreme dönemlerine 

ulaştıklarında ise tohumlardaki selenyum konsantrasyonu yükselirken, yapraklarda 

giderek azalır. Selenyum biriktirmeyen olgun bitkilerde ise selenyum içeriği tohumda 

ve kökte aynıdır ancak az miktarlarda selenyum gövde ve yapraklarda da bulunur. 

Selenyumun bitkideki dağılımı, bitkiye verilen selenyumun formuyla ve 

konsantrasyonuyla, ortamda bulunan diğer bileşiklerin konsantrasyonlarıyla da ilgilidir 

(Terry ve diğ. 2000).   
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Şekil 2.3. Selenyum biriktiren bitkilerde selenat alımı ve Se birikimi 

 

Sulfatın köklerden absorblanması sırasında selenatla yarıştığı gözlenmiştir (Ulrich ve 

Shrift 1968).  İki anyonun da sülfat taşıyıcıları tarafından hücre içine alındığı, mayalarla 

yapılan çalışmalarla ortaya konmuştur (Breton ve Surdin-Kerjan 1977, Takahashi ve 

diğ. 1997, Shibagaki ve diğ. 2002). Hem selenat hem de sülfat, kök epidermal 

hücrelerinin plazma membranlarından içeri elektrokimyasal gradientlerine karşı 

taşınırlar. Taşıma işlemine her iyon için üç protonun ko-transportu eşlik eder (Lass ve 

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

 

İlk bitki kökenli sülfat taşıyıcı proteini kodlayan gen tropikal Sylosanthes hamata 

bitkisinden izole edilmiştir (Smith ve diğ. 1995). Daha sonra bu gen Arabidopsis 

thaliana, soya, arpa ve mısır gibi çeşitli bitkilerde de tanımlanmıştır. Sülfat taşıyıcı  

genler mantarlara ve hayvanlara ait proton/sülfat ko-taşıyıcılarına işlevsel olarak 

akrabalık göstermektedir (Leustek ve Saito 1999). Bitki sülfat taşıyıcı proteinlerin 
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tahmini ikincil yapıları 12 adet transmembran domen içerdiklerini ortaya koymaktadır 

(Smith ve diğ. 1995, Smith ve diğ. 1997, Takahashi ve diğ. 1997). Yapılan çalışmalar 

Se hiperbiriktiricilerinin sülfat yerine selenat absorbladıklarını, biriktirmeyenlerin ise 

sülfatı hücre içine almayı tercih ettiklerini ortaya koymuştur (Bell ve diğ. 1992).  

 

Selenat, selenit gibi inorganik ve SeMet gibi organik bileşiklerin hücre içinde 

metabolize edilmelerinde farklılıklar vardır. Asher ve arkadaşları (1977) kesilmiş 

domates köklerine selenat uygulayarak ksilem içinde selenatın besi ortamından 6-13 kat 

daha fazla olduğunu saptadılar. Diğer taraftan selenit uyguladıklarında, selenit 

miktarının ortamdaki selenit miktarından daha az olduğunu ve selenyumun bitki içinde 

daha çok selenat ve selenotrisülfat şeklinde olduğunu belirlediler. Benzer sonuçlar 75Se-

selenat ve 75Se-selenit uygulanmış Se hiperbiriktiricisi olan Astragalus crotalariae ve 

Se biriktirmeyen Astragalus lentiginosus’ta da gözlenmiştir (Shrift ve Ulrich 1969). Bu 

bitkilere 1 saat boyunca selenat uygulandığında bitkilerde bulunan Se’un % 98’i selenat 

olduğu saptanmış, selenit uygulandığında ise A. crotalariae’nin % 4 selenit, % 2 selenat 

ve % 92 MeSeCys içerdiği belirlenmiştir. Buna karşın, A. lentiginosus’da  % 51 selenit, 

% 23 selenat ve % 19 SeMet bulunmuştur. Bütün bu bulgular selenitin selenattan daha 

hızlı biçimde organik bileşiklere indirgendiğini göstermiştir.  

 

İnorganik Se bileşenlerinden selenat ve selenitin metabolize edilmesini takiben bitki 

dokularındaki dağılımı ve bu dağılımın bitki gelişim aşamalarına göre değişkenlik 

gösterdiği saptanmıştır.  Selenatın köklerden gövdeye taşınımı selenitten ve organik 

selenyum bileşiklerinden daha kolay olmaktadır. Selenatın yaşlı dokularda biriktiği 

gözlemlenirken, MeSeCys gibi organik bileşiklerin genç dokularda biriktiği 

bulunmuştur (Pickering ve diğ. 2000). Pickering ve arkadaşları çalışmalarında selenat 

ve sülfatın A. bisulcatus’un yaşlı yapraklarında vakuollerde biriktiğini saptamışlardır. 

Bitkinin genç yapraklarında ise indirgenmiş Se ve S bileşikleri bulunduğu 

belirlenmiştir. Dahası, genç yapraklar Se ve S bileşiklerini sırasıyla %99 ve %48 

oranında içerirler. Bu araştırmalar sülfatın bitkilerde (kökler hariç) en çok bulunan S 

formu olduğunu göstermiştir. Bu bilgiler ışığında gelişim sırasında Se hiper 

biriktiricilerinde Se içeren organik bileşiklerin (çoğunlukla MeSeCys) genç dokulardan 

daha genç dokulara taşındığı söylenebilir. Daha önceki çalışmalar Se’un daha çok 

köklerde ve tohumlarda biriktiğini gösterse de HPLC-ICPMS (High Performance 
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Liquid Chromatography- Inductively Coupled Plasma Mass Spectrometry) çalışmaları 

selanat uygulanmış B. juncea bitkilerinde selenyumun % 80 oranında gövdede 

biriktiğini ortaya koymuştur. Selenyum hiperbiriktiricilerinde selenatın 

biriktirmeyenlere kıyasla farklı dağılımı bu bileşiğin organik bileşiklere 

indirgenmesinin birikim ve tolerans için gerekli basamak olduğunu düşündürmektedir.  

 

Bugüne kadar yapılan hiçbir çalışmada selenatın kloraplastlara taşındığı saptanmamıştır. 

Ancak sülfat asimilasyonu kloraplastlarda gerçekleşmektedir. Bu nedenle selenatın da 

bu organele taşındığı düşünülmektedir. ATP sülfürilaz (APS, E.C. 2.7.7.4) bitkilerde 

sülfat asimilasyon metabolik yolunun ilk enzimidir (Leustek ve diğ. 1994). Bu enzimin 

hem adenozin 5'- fosfo sülfat hem de adenozin 5' fosfo selenat (APSe) oluşumunu 

katalizlediği bilinmektedir (Shaw ve Anderson, 1974, Murillo ve Leustek, 1995). APSe 

kararsız bir bileşiktir ve in vitro olarak hemen AMP (Adenozin mono fosfat) ve selenata 

parçalanır bu işleme selenoliziz denir. ATP sülfürilaz aktivitesi de bu şekilde ölçülür 

(Renosto ve diğ. 1993) (Şekil 2.4). 
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Şekil 2.4. Bitkilerde Se Metabolizması (1) ATP sülfürilaz, (2) APSe redüktaz, (3) 
Glutatyon, (4) OAS tiol liyaz, (5) SMT, (6) Selenosistein liyaz, (7) sistatyonin-γ-sentaz, 
(8) sistatyonin-β-liyaz, (9) metionin sentaz, (10) metionin metiltransferaz, (11) DMSP 

liyaz, (12) γ-glutamilsistein sentaz 
 

Schizosaccharomyces pombe ATP sülfürilaz geninde yapılan ‘null’ mutasyonları selenat 

toleransını artırmış ve 10 kata kadar fazla selenyum birikimini tetiklemiştir (Banszky ve 

diğ. 2003, Raspor ve diğ. 2003). Bu mutantlar çok düşük düzeyde ATP sülfürilaz 

aktivitesi gösterir. Bu çalışma ile potansiyel toksik organo-selenyum bileşiklerinin ATP 

sülfürilaz aktivitesi olmayınca üretilemediği ve hücrelerin selenata bu sayede direnç 
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kazandığını gösterilmiştir. Selenat uygulaması ayrıca selenatın sülfatla yarışması 

sebebiyle sülfat açlığına yol açabilir ve böylece sülfat taşıyıcılarını aktive ederek daha 

çok selenat birikimine sebep olabilir. ATP sülfürilazın yüksek miktarda anlatımı ise 

B.juncea da glutatyon birikimini 2 kat artırmış ve yapraklarda 2-3 kat fazla Se 

birikimine neden olmuştur. Ayrıca selenat indirgenmesi % 50 oranında artmıştır (Pilon-

Smits ve diğ. 1999). Sors ve arkadaşları (2005) aynı gen Arabidopsis thaliana’da 

yüksek anlatım yaptığında selenat indirgenme oranının yükseldiği sonucuna 

ulaşmışlardır. Ancak bu araştırıcılar bitkide selenat toleransının ve birikiminin azaldığı 

sonucuna varmışlardır. Arabidopsis thaliana’ya ait APS2 geni tütün bitkilerine 

aktarılmış ve bu transgeniklerde selenat toleransında farklılık saptanmamıştır. Selenyum 

hiper biriktiricilerinden ve biriktirmeyen bitkilerden izole edilen ATP sülfürilaz geninin 

kodladığı enzimin kinetik özellikler bakımından farklı olmadığı saptanmıştır.  

 

APS redüktaz (E.C. 1.8.99.2) APSe’nin sülfite indirgenmesini katalizleyen enzimdir ve 

sülfat asimilasyonunu kontrol eden enzim olduğu düşünülmektedir (Setya ve diğ. 1996, 

Suter ve diğ. 2000). APSe selenite indirgendiğinde selenide dönüşüm glutatyon 

tarafından enzimatik olmayan yolla yapılır (Şekil 2.4). Bunun kanıtı in vitro SeCys 

sentezidir. OAS (o-asetilserin), selenit, sistein sentaz, glutatyon redüktaz, glutatyon ve 

NADPH (Nicotinamid adenin dinükleotid fosfat) varlığında selenid oluşumu sadece 

enzimatik olmayan dönüşüm ile gerçekleşebilir (Ng ve Anderson, 1978). Bu bilgiler 

ışığında selenit indirgenmesinin enzimatik olmadığı söylenebilir. APS redüktaz 

transkript seviyesi ve enzimatik aktivitesi, Se açlığı (Maruyama-Nakshita ve diğ. 2003), 

Cd uygulaması (Heiss ve diğ. 1999, Lee ve Leustek, 1999) ve oksidatif stresle (Bick ve 

diğ. 2001) düzenlenebilir. Bitkilerde APS redüktaz enzimi gerekliliği, ATP sülfirilaz 

reaksiyonu ürünleri APSe ve pirofosfat, sülfat aktivasyonun ilerlemesi için hemen 

metabolize edilmesi nedeniyledir. APS redüktazın Se toleransı ve birikimindeki rolü 

araştırılmıştır (Muller ve diğ. 1997, Saito, 2004). Pseudomonas aeureginosa’ya ait APS 

redüktaz geninin A.thaliana’da anlatımı ile sülfat indirgenme kapasitesinin arttığı 

kanıtlanmıştır (Tsakraklides ve diğ. 2002). Selenat uygulandığında ise bitkiler % 65 – 

79 oranında selenat indirgenmesinde artış sağlamışlardır. Bu sonuçlar bitkide APS 

redüktazın APSe’yi indirgeme kapasitesinin olduğunu ortaya koymuştur (Sors ve diğ. 

2005). Aynı çalışmada selenyum biriktirme ve tolere etmede farklılık gösteren sekiz 

Astragalus türünde APS redüktaz aktivitesinin farklılık göstermediğini ortaya 
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koymuştur. Bu sonuçlar ile APSe’nin indirgenmesinin APS ile aynı yolu izleyip 

izlemediğinin açık olmadığı saptanmıştır.  

 

Sistein üretiminde 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) oluşumunu katalizler. OAS-TL, sistein oluşturmak 

üzere sülfidi OAS ile asimile eder. Bitkilerde ve bakterilerde SAT ve OAS-TL sistein 

sentezi için kompleks bir yapı oluşturur ve sistein sentaz (E.C.2.5.1.47) olarak 

isimlendirilir (Şekil 2.4) (Kredich 1992, Bogdanova ve Hell, 1997). Ng ve Anderson 

(1978) Se hiperbiriktiricilerinden ve biriktirmeyen bitkilerden izole ettikleri Cys sentaz 

enzimlerinin katalitik kapasitelerinin farklı olmadığını ortaya koymuştur. SAT 

reaksiyonu sistein tarafından ‘feedback’ inhibisyon ile kontrol edilir (Noji ve diğ. 1998, 

Saito ve diğ. 2000, Berkowitz ve diğ. 2002, Noji ve Saito, 2002). A.thaliana’ya ait 

SAT-A’nın transgenik tütünde anlatımı OAS seviyesinde, sisteinde ve glutatyon 

seviyesinde yükselmeye sebep olmuştur. Ancak bu bitkiler selenyum birikiminde ve 

toleransında farklılık göstermemiştir ayrıca selenyum hiper biriktiricisi Astragaluslarda 

da Se birikiminin SAT aktivitesi ile ilişkili olmadığı ortaya konmuştur (Wirtz ve Hell, 

2003, Sirko ve diğ. 2004).  

 

Sistein ve/veya selonosistein metiyonin biyosentez yoluna metiyonin/selenometiyonin 

oluşturmak üzere, sistatyonin ve/veya selonosistatyonin ve 

homosistein/selenohomosistein olarak katılabilir (Lauchli, 1993). O-fosfohomoserin ile 

selenosisteğinin selonosistatyonine dönüşümünü katalizleyen enzim sistatyonin γ sentaz 

(Cgs E.C. 2.5.1.48) enzimidir. Dawson ve Anderson’un çalışmaları (1988) ıspanak 

sistatyonin γ sentazının SeCys’e sisteinden daha çok afinite gösterdiğini ispatlamıştır. 

Selenosistatyonin bazı selenyum hiperbiriktirici bitkilerde ve biriktirmeyen bitkilerde 

bulunabilir (Martin ve diğ. 1971). Bu metabolik basamak SeCys ve Cys (sistein) için 

aynıdır. Selenyum hiperbiriktiricisi olan Stanleya pinnata total selenyumun % 17 sine 

kadar selenosistatyonine sahip olabilir (Shrift ve Virupaksha, 1965, Kotrebai ve diğ. 

2000). Selenyum biriktiren ve biriktiremeyen Astragaluslar arasında yapılan çalışmada 

her iki gruptan elde edilen Cgs enziminin benzer özelliklere sahip olduğu saptanmıştır 

(Dawson ve Anderson, 1989). Yine bu çalışmada selenyum birikimi ve toleransının bu 

enzimle ilişkili olmadığı ortaya konmuştur. B.juncea’da Cgs anlatımının selenyumun 

http://en.wikipedia.org/wiki/EC_number
http://en.wikipedia.org/wiki/EC_number
http://en.wikipedia.org/wiki/EC_number
http://www.expasy.org/cgi-bin/nicezyme.pl?2.5.1.47
http://en.wikipedia.org/wiki/EC_number
http://en.wikipedia.org/wiki/EC_number
http://en.wikipedia.org/wiki/EC_number
http://www.expasy.org/cgi-bin/nicezyme.pl?2.5.1.48
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uçucu bileşiklerinin 2-3 kat artmasına sebep olduğu anlaşılmıştır. Bu çalışma ile 

bitkilerde uçucu selenyumlu bileşiklerin oluşturulmasının kısıtlayıcı basamağının Cgs 

enzimi olduğu ortaya konmuştur (Van Husyen ve diğ. 2003).  

 

Sistatyonin β- liyaz selenosistatyoninin selenohomosisteine dönüşümünü katalizler. Bu 

enzim selenyum biriktirmeyen bitkilerde sistatyonin ve selenosistatyonini birbirinden 

ayıramaz (McCluskey ve diğ. 1986). A. bisulcatus, A.racemosus ve N. amplexicaulis 

gibi hiperbiriktirici bitkilerde yapılan çalışmalarda çok düşük miktarda sistatyonin β-

liyaz aktivitesi saptanmıştır. Bu bulgular S ve Se’un aynı metabolik yolu paylaştığını 

doğrular (McCluskey ve diğ. 1986). Metionin biyosentezinin son basamağı metionin 

sentaz tarafından katalizlenir (Şekil 2.4). Bu enzim sitosolde lokalize olmuştur (Hesse 

ve diğ. 2004). Ancak bir izoformu A. thaliana’da kloroplastlarda saptanmıştır. Bu 

izoformun homosistein metilasyonu yoluyla metionin de novo sentezinde görev aldığı 

düşünülmektedir (Ravanel ve diğ. 2004). Metionin sentaz N5- metiltetrahidrofolatı metil 

verici olarak kullanır. SeMet, hiperbiriktiricilerde çok düşük miktarda üretilir. Bu 

sayede selenyum proteinlere katılmayan MeSeCys, GGMeSeCys ve selenosistatyonin 

üretiminde kullanılır (Ellis ve Salt, 2003). 

 

SeMet sentezlendikten sonra, metil grubu eklenerek dimetil selenid’e (DMSe) 

dönüştürülebilir (Lewis ve diğ. 1974). Bu bileşik Se biriktirmeyen bitkilerde en sık 

oluşturulan uçucu bileşiktir. Metionin metiltransferaz (MMT, E.C.2.1.1.12) enzimi 

SeMet’e metil gurubu eklenmesini katalizleyen enzimdir. Bu enzim bitkilerde ayrıca S-

metilmetionin (SMM) oluşumunu katalizler (Pimenta ve diğ. 1998). Bu bileşik SMM 

hidrolaz enzimi ile dimetil sülfid’e çevrilir. SMM hidrolaz ayrıca SeMet’nin DMSe’ye 

dönüşümünü de katalizler. DMSe üretiminin alternatif yolu, SeMet’nin ara metabolit 

olan dimetil selenoniopropionat’a (DMSeP) dönüştürülmesidir. Selenat uygulanmış 

Spartina alterniflora’da taze ağırlıkta 0,4 µmol DMSeP/g üretilmiştir (Ansede ve diğ. 

1999). 

 

Bitkiler ayrıca selenyumu dimetildiselenid şeklinde uçucu hale getirebilirler. Kükürt 

biriktirebilen Brassica ve Allium gibi bitkiler dimetildisülfid (DMDS) sentezleyebilirler. 

Bu bileşik metilsistein-sülfoksitten  (MeCysSo) oluşturulur. MeCysSo bu bitkilere 

karakteristik tatlarını ve kokularını verir (Whitaker 1976, Benevenga ve diğ. 1989, 
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Kubec ve diğ. 1998). Hall ve Smith (1983), sistein-sulfoxid liyaz (C-S liyaz, 

E.C.4.4.1.4) enziminin kabakta MeCysSo’yu oksitleyerek in vitro metanetiol 

oluşturabildiğni saptamışlardır. Bu enzimin Brassica ve Alliumda da bulunması 

metaneseleniol ve DMDSe oluşumunu sağlayabiliceğini düşündürmektedir. Se 

hiperbiriktircisi olan ve yüksek miktarda MeSeCys biritiren Astragalus racemasus’da 

DMDSe varlığı görülmüştür (Griffiths ve diğ. 2002). 

 

Selenyum biriktirici bitkilerde metabolizmasında, selenosistein proteinlere katılmayan 

aminoasitlere metabolize edilir. Selenyum biriktiricisi olan Astragalus türlerinde 

selenosistein’e metil bağlanır ve metilselenosistein (MeSeCys) oluşturulur. 

Metilselenosistein daha sonra gaz halindeki dimetildiselenide ya da glutaminle 

birleşerek γ-glutamil Se-metil-selenosisteine çevrilebilir. Diğer biriktirici bitkilerde ise 

selenosistein, selenosistatyona dönüştürülür (Terry ve diğ. 2000). Selenosistein 

metiltransferaz (SMT) enzimi selenosistein’den metilselenosistein oluşturulmasını 

katalizleyen enzimdir. İlk olarak Astragalus bisulcatus’tan izole edilen ve bitkilerde 

selenyum birikiminden sorumlu olan SMT enzimi, 338 aminoasitten oluşur ve 

sentezinden sorumlu cDNA dizisi 1447 bç. uzunluktadır (Neuhierl ve diğ. 1999). 

Yapılan klonlama çalışmaları sonucunda Arabidopsis thaliana’ya, Astragalus’un 

selenosistein metiltransferaz enzimini kodlayan SMT (SMTA) geni aktarılmış ve doğal 

olarak selenyum biriktiricisi olmayan Arabidopsis thaliana’dan selenyum biriktiren A. 

thaliana hatları elde edilmiştir (Ellis ve diğ. 2004). Bu sonuç SMTA geninin kodladığı 

selenosistein metiltransferaz enziminin selenyum birikiminden sorumlu olduğunu 

göstermektedir. Bu enzim in vitro koşullarda SeCys’ye Cys’den daha çok afinite 

gösterir. A.thaliana’da bu genin yüksek miktarda anlatımı ile hem MeSeCys hem de 

MeCys oluştuğu gözlenmiştir. Bu gözlem bu enzimin her iki metaboliti de metillediğini 

göstermiştir. SMT proteni E. coli’deki yagD proteinine %40’ın üzerinde benzerlik 

göstermektedir. YagD homosistein, selenohomosistein ve selenosisteini 

metilleyebilmektedir. Ayrıca protein veritabanlarında yapılan araştırmalar SMT 

proteinin aminoasit dizisinin A.thaliana ve Oryza sativa homosistein 

metiltransferazlarına sırasıyla % 70 ve % 65 oranında benzediğini göstermiştir. SMT ve 

HMT’nin (homosistein metiltransferaz) benzer yapı ve fonksiyona sahip oldukları, 

sistein ve homositeini ve bunların selenyum analoglarını metilleyebilmeleriyle 

saptanmıştır. A.thaliana’da SMT’nin sürekli anlatımı ile MeSeCys, MeCys ve bunların 
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türevleri GGmeSeCys/GGMeCys (gamaglutamil-metilselenosistein/ 

gamaglutamilmetilsistein) üretilmiştir (Ellis ve diğ. 2004, LeDuc ve diğ. 2004). Bu 

bilgiler Astragalus’ta SMT’nin hem MeCys hem de MeSeCys’nin biyosentezini 

yaptığını göstermiştir. Astragalus bisulcatus metabolize ettiği Se’un % 90’ından 

fazlasını MeSeCys’e çevirir. 8 Astragalus türünde yapılan çalışmada SMT aktivitesinin 

değişkenlik gösterdiği ve Se birikimiyle doğrudan bağlantılı olduğu belirlenmiştir (Sors 

ve diğ. 2005). A.bisulcatus’dan SMTA geninin izolasyonunu takiben SMTA ile aynı 

görevi gören, SMT’lerin diğer bitkilerdeki varlığına yönelik araştırmalar hız kazanmıştır 

ve Brassica oleracea ile Camellia sinensis’de de SMT geninin varlığı belirlenmiştir 

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

2.4. FİTOREMEDİYASYON VE SELENYUM 

Toprakta ortalama 0.4 mg/kg olan Se konsantrasyonu bölgeden bölgeye değişkenlik 

göstermektedir (Fordyce, 2005). Birçok canlı için Se esas element olduğu için dünya 

genelinde Se’a olan ilgi giderek artmaktadır. İnsanlar ve hayvanlar için Se eksikliği ve 

toksisitesi konsantrasyon değerleri arasında dar bir aralık bulunmaktadır. Her iki durum 

da dünyanın çeşitli bölgelerinde gözlenmektedir (Fordcye ve diğ, 2005).  

 

Se içeren kayaların zaman içinde aşınması, elektrik santralleri, rafineri atıkları ve 

endüstriyel atık sular selenyumun doğaya salınmasına yol açar. Bu durum tarımsal 

açıdan dünyada önemli sorunlara yol açmaktadır (Terry ve diğ. 2000). Doğada yüksek 

miktarda bulunan ve potansiyel olarak toksik olan selenyumun, kontamine olmuş 

sulardan ve topraktan temizlenmesi çok önemlidir. “Fitoremediyasyon”, kirlilik yaratan 

maddelerin bitkiler kullanılarak temizlenmesi, stabilize edilmesi veya detoksifiye 

edilmesi anlamına gelmektedir (Eapen ve D’Souza,  2005). Selenyum ve sülfür 

kimyasal olarak benzer yapıda olduklarından bitkiler selenyumu topraktan 

özütleyebilmekte ve temizleyebilmektedir. Bazı Astragalus türlerinin Se biriktirici 

olması, bu bitkilerin fitoremediyasyon amacıyla kullanılmasını gündeme getirmiştir. 

Ancak bu bitkilerin yavaş büyümesi ve çetin doğa şartlarına uygun yapıda olmaması bu 

fikri pratikte mümkün kılmamaktadır. Toprakların bitkilerle temizlenebilmesi için ideal 

bitki türleri yüksek miktarda Se biriktirebilmeli ya da selenyumu uçucu bileşiklerin 

yapısına katıp atmosfere salabilmelidir (Zhu ve diğ. 2009). Bitkilerde Se metabolizması 
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ile yapılan genetik çalışmalar şimdiye kadar selenat indirgenmesi ve SeCys’nin 

proteinlere katılımının engellenmesi üzerine olmuştur. Selenatın selenite indirgenmesi 

bu metabolizmada ana basamaklardan biridir. Se metabolizmasında bu basamağın ATP 

sülfürilaz (APS) enzimi ile aşılabileceği yapılan çalışmalarla ortaya konmuştur.  

Arabidopsis thaliana’da bu enzimi şifreleyen gen Brassica juncea’ya aktarılmış ve 

sonuçta oluşturulan transgeniklerin Se’un organik formlarını biriktirirken yabani tiplerin 

selenat biriktirdikleri gözlenmiştir. İlginç olan bu transgenik bitkilerin yabani tip 

bitkilere oranla 2-3 kat fazla Se biriktirmeleridir. Bunun sebebinin artmış Se 

asimilasyonu olduğu ve Se’a kontrol bitkilerinden daha fazla tolerans göstermeleri 

olduğu saptanmıştır (Pilon-Smits ve diğ. 1999). ATP sülfürilaz selenat indirgenmesinde 

rol oynar ve selenatın organik Se formlarına dönüşümünde kısıtlayıcı basamak olduğu 

bilinmektedir.  

 

Transgenik bitkilerde yüksek miktarda APS anlatımı Se’un uçucu formlarına 

dönüştürülmesini sağlamadığından metabolizmada bu işlevi üstlenmiş diğer enzimlerin 

kullanılması gündeme gelmiştir. Fizyolojik volatilizasyon çalışmaları SeCys’nin 

SeMet’e dönüşümü üzerinedir çünkü SeMet’in SeCys’den daha hızlı uçucu bileşiklere 

dönüştüğü saptanmıştır. SeCys’nin SeMet’e dönüşümü sistatyon gama sentaz (CgS) 

tarafından yapılmaktadır. A. thaliana’nın CgS geni B. juncea bitkilerine aktarılmış, ve 

bu bitkilerin yabani tiplere göre 2-3 kat daha fazla uçucu formda Se’lu bileşikler 

saldıkları saptanmıştır.  Kontrol bitkilerine göre % 40 daha az Se biriktiren bu bitkiler, 

Se’a daha toleranslı hale gelmişlerdir (Van Husyen ve diğ. 2003). 

 

Se toksisitesi çoğunlukla SeCys’nin proteinlere katılması ve proteinlerin yapı ve 

fonksiyonlarını bozması olarak tanımlanır. Bu sebeple, SeCys’nin proteinlere 

katılmayan başka formlara dönüştürülmesi ile Se toleransının artabileceği 

düşünülmüştür. SeCys’nin metillenmesi bir hiperbiriktirici olan Astragalus bisulcatus 

tarafından yapılmaktadır. Se hiperbirikiminden sorumlu SMT enzimi SeCys’yi metiller 

ve MeSeCys oluşturarak toleransı artırır. Bu non-protein aminoasit hücrelerde 

biriktirilebilir (LeDuc ve diğ. 2004). Bu bileşik daha sonra uçucu formlara 

dönüştürülebilir. A. bisulcatus SMT geni iki farklı bitkiye aktarılmış (Arabidopsis 

thaliana ve Brassica juncea) ve her iki bitki de yüksek miktarda selenite maruz 

bırakılmıştır. Bu transgeniklerin SeCys’i MeSeCys’e çevirdikleri saptanmış ve bu 
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yetenek sayesinde Se biriktirme kapasitelerinin arttığı gözlenmiştir. Transgenik A. 

thaliana’nın kuru ağırlıkta 1000 mg/kg, B. juncea’nın ise 4000 mg/kg Se biriktirdiği 

belirlenmiştir (LeDuc ve diğ. 2004).  

 

Biriktirilen Se’un elementel Se olarak çöktürülmesi birçok bakteri tarafından kullanılan 

bir detoksifikasyon mekanizmasıdır. Buna ek olarak SeCys’nin elementel Se’e 

dönüşümü Se’a ihtiyacı olan organizmalarda Se’un proteinlere katılımı için ilk 

basamaktır (Mihara ve diğ. 2002). SeCys’i alanin ve elementel Se’a dönüştüren 

enzimler SeCys liyazlar (SL) olarak bilinirler. Bu bileşiğin alanin ve elementel Se’a 

yıkılması bitkilerde Se toleransını artırmak amacıyla kullanılmıştır. Fare SL enzimini 

kodlayan gen A. thaliana’ya ve B. juncea’ya aktarılmıştır. Bu genin yüksek miktarda 

anlatım yapması Se’un proteinlere katılımını azaltmıştır (Pilon-Smith ve diğ. 2002, 

Garifullina ve diğ. 2003).  

 

İkili transgenik B. juncea bitkileri APS transgenikleri ve SMT transgeniklerinin 

çaprazlanması ile oluşturulmuşlardır. APSxSMT transgenikleri yabani tip kontrol 

bitkilerine göre 8 kat daha fazla MeSeCys biriktirmişlerdir (LeDuc ve diğ. 2006). Bu 

sonuca göre 2 enzimin birlikte kullanımı hem Se alınımı hem de indirgenmesi ve 

birikimi açısından daha faydalıdır.  

 

Se biriktirme kapasitesi artırılmış transgenik bitkiler fitoremediyasyon için 

kullanılabilir. Bu kapasitelerinin araştırılması için toprakta yetiştirme çalışmaları 

mutlaka yapılmalıdır. Yapılan sera çalışmalarında saksıda yetiştirilen APS geni 

aktarılmış transgenik B. juncea bitkileri kontrol bitkilerine göre 3 kat fazla Se 

biriktirmişlerdir. Aynı bitkinin CgS geni içeren transgeniklerinin ise yabani tiplere göre 

% 40 daha az Se içerdikleri saptanmıştır. Bu sonuçlar laboratuar çalışmalarını doğrular 

niteliktedir (Van Husyen ve diğ. 2004). San Joaquin Vadisinde (California, USA) 

yapılan tarla çalışmalarında ise APS geni aktarılmış transgenik B. juncea bitkileri  

kontrol bitkilerine göre 4 kat fazla Se biriktirmişlerdir (Banuelos ve diğ. 2007). Bu 

sonuçlar hem laboratuar hem de sera çalışmaları ile paralellik göstermektedir.   
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2.5. REKOMBİNANT DNA TEKNOLOJİSİ ve GEN İZOLASYONU  

Rekombinant DNA teknolojisi genlerin ait oldukları canlının genomundan izolasyonuna 

ve sayısının çoğaltılmasına (klonlama), yapı ve işlevlerinin araştırılmasına, değişik 

türlere ait organizmalara aktarılmasına ve ürünlerinin bol miktarda elde edilmesine 

olanak verir. Rekombinant DNA teknolojisi, bir organizmadan herhangi bir yolla izole 

edilen bir genin (DNA parçasının) uygun bir konağın içine aktarılarak orada 

çoğalmasını ve bazen de anlatım yapmasını amaçlayan çalışmalara ait tekniklerin 

toplamıdır. İzlenen olay dizisi genelde bir organizmadan elde edilen ve içinde istenilen 

geni taşıyan DNA parçalarının, taşıyıcı özellikte bir DNA molekülüne (vektör) 

bağlanarak rekombinant DNA oluşturulması, rekombinant DNA moleküllerinin uygun 

bir konak hücreye aktarılarak orada çoğaltılmasıdır. Gen klonlaması olarak adlandırılan 

bu süreçte konak hücreler çoğaldıkça rekombinant DNA molekülleri döllere geçerler ve 

yavru hücrelerde de kopya sayılarını artırırlar. Buna göre, gen klonlaması (ya da DNA 

klonlaması) tek bir genden (DNA molekülü parçasından) kökenlenen ve hepsi birbirinin 

aynı olan bir DNA populasyonu elde etmektir. Bu teknolojide ayrıca çoğu kez 

klonlanmış bir genin kendisi için yeni konakta anlatımının sağlanmasıyla ürününün elde 

edilmesi de amaçlanmaktadır (Temizkan, 1994, Griffiths ve diğ. 1999). Gen 

klonlamasına yönelik olarak ve ardışık aşamaları kapsayan çalışmaların her evresinde 

araştırıcının amacına ve tercihine uygun olarak çeşitli yöntemlerden yararlanılmaktadır. 

Genellikle kullanılan yöntemlerden biri, bir organizmadan izole edilip saflaştırılmış 

DNA moleküllerini, çift zincirli yapılarını bozmadan parçalamaktır. Klonlanması 

istenen gen bu parçalardan birinin içinde bulunur. DNA yı parçalamada önceleri bir 

ölçüde mekanik yöntemlerden de (kontrollu çalkalama, ultrasonik ses dalgaları 

uygulaması vb.) yararlanılmakla birlikte DNA yı parçalara ayırma işleminde en başarılı 

sonuçlar restriksiyon enzimleriyle alınmıştır. Gen izolasyonunda diğer bir yöntem ise 

DNA kopyasının (cDNA) elde edilmesidir. Bunun için, hücrelerden klonlanması 

amaçlanan genin transkripsiyon ürününü de içeren RNA izole edilir. Daha sonra, ters 

transkriptaz enzimiyle bu RNA moleküllerinin tamamlayıcısı olan DNA kopyaları 

çıkarılır. Meydana gelen RNA/DNA melezinin RNA kısmı enzimin ribonükleaz H 

aktivitesiyle hidroliz edilip yok edilir, daha sonra, DNA polimeraz aktivitesiyle cDNA 

çift zincirli biçime getirilir. Bu yöntem özellikle fazla miktarda DNA içeren, karmaşık 

gen yapısı gösteren ve çoğu geninde intron bulunan ökaryotik organizmalardan gen 
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izolasyonunda kullanılmaktadır. Polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) ile son yıllarda gen 

izolasyonunda çok başarılı sonuçlar alınmaktadır. 1986 yılında geliştirilmiş olan PZR 

yöntemi DNA moleküllerindeki özel dizilerin (örneğin istenilen bir genin) canlı hücre 

içine sokulmadan izole edilip çoğaltılmasına olanak vermektedir (Griffiths ve diğ. 

1999). Bunun için sadece, bu dizinin (aynı organizmadaki ya da yakın bir başka 

organizmadaki) az da olsa bir kısmının daha önceden bilinmesi gereklidir. İzole edilen 

geni taşıyan DNA parçalarının çoğalmasını sağlamak üzere onlara taşıyıcılık görevi 

yapacak uygun DNA moleküllerine bağlanmasıyla elde edilen moleküllere rekombinant 

DNA adı verilmektedir. Genlerin bulunduğu DNA parçalarının bağlandığı ve vektör 

(taşıyıcı) olarak adlandırılan DNA moleküllerinin, kolaylıkla hücre içine girebilmeleri 

ve bağımsız replikasyon yapabilme özellikleri olması gerekir. Rekombinant DNA 

parçalarının hücre içine sokulmalarını takiben, bu DNA molekülünü almış hücrelerin 

seçimi gereklidir. Bu amaçla çeşitli işlemler uygulanır. Konak hücrelerde vektörün 

varlığı işaret genler yardımıyla olur. Aynı zamanda plazmit izolasyonu ve koloni PZR 

gibi yöntemler, vektörün ve aktarılan genin hücre içine girip girmediği hakkında 

doğrudan bilgi verebilir. Konak hücrelerden rekombinant DNA’yı alanlar doğrudan 

nükleik asit melezleme yöntemleri (Southern Blotlama) ile de seçilebilir. Daha sonra 

klonlanan genin dizisi analiz edilerek internet üzerindeki gen bankası veritabanları ile 

kıyaslamalar sayesinde homoloji analizleri yapılır. Yabancı genlerin anlatımları için 

bazen sadece transktripsiyon düzeyinde kontrol edilen ekspresyon vektörleri 

kullanılabilmektedir (Griffiths ve diğ. 1999). Geliştirilmiş en basit ekspresyon vektörleri 

sadece E.coli genlerinden birinin promotörünü taşırlar. Bu vektörlerde bir E. coli genine 

ait promotör yabancı DNA parçasının gireceği tek restriksiyon yerinin hemen önüne 

yerleştirilir; böylece, restriksiyon yerine aktarılan DNA parçasındaki gen bu 

promotörün kontrolu altında bakteride transkripsiyon yapabilir. Sadece bir E. coli 

promotörünü taşıyan, yani sadece transkripsiyon aşamasında kontrol edilen, ekspresyon 

vektörlerinin rekombinant DNA teknolojisinde birçok kullanım alanı bulunmaktadır. 

Ekspresyon vektörü geliştirilirken indüksiyon ya da represyon mekanizmasıyla 

düzenlenen promotörlerin kullanılması mümkündür (Griffiths ve diğ. 1999).  

Herhangi bir organizmaya ait bir genin klonlanmasına ilişkin çalışmalarda, genellikle 

ilk önce bir kitaplık (genom veya cDNA kitaplığı) oluşturulabileceği gibi cDNA sentezi 

ve PZR gibi yöntemlerin bir arada kullanılması ile de gen izolasyonu yapılabilir. Son 
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yıllarda cDNA sentezi ve PZR’yi bir arada kullanarak gen izolasyonu yapma işlemi 

daha kısa süre içinde gerçekleştirilebildiği için yaygın olarak kullanılmaktadır. Ancak 

bu işlemler için önceden araştırılan gene ait bir kısım dizi bilgisi gerekir (Griffiths ve 

diğ. 1999). Bir gene ait önceden bilinen dizi bilgisi sayesinde, genin transkriptinin uç 

kısımlarını elde etmeye olanak veren yöntem Rapid Amplified cDNA Ends (RACE) 

olarak adlandırılır ve son yıllarda genlerin izolasyonu için yaygın olarak 

kullanılmaktadır. 

2.5.1. RACE (Rapid Amplified cDNA Ends) 

RACE (Rapid Amplified cDNA Ends), ilgilenilen genin RNA transkripti aracılığıyla 

bütün dizisini bulmaya yönelik olarak kullanılan bir yöntemdir (Frohman ve diğ. 1988). 

Yöntem, ilgilenilen RNA dizisinin cDNA kopyasının çıkarılmasıyla başlar. Bu işlem 

Revers Transkriptaz enzimi ile yapılmaktadır ve bu basamağı, sentezlenen cDNA’nın 

çoğaltılması için PZR işlemleri izler. Çoğaltılan cDNA kopyaları daha sonra dizilenir ve 

veribankasında daha önce başka organizmalarda tanımlanmış olan genin dizileriyle 

karşılaştırılır. RACE yöntemi RNA transkriptinin içinde bilinen kısa bir dizi sayesinde 

genin 3' ve/veya 5' uçlarının bulunmasını sağlar. Bu kısa dizi bilgisi ile 3' ve 5' uçlara 

ait, her bir uca doğru tasarlanan gene özgü primerler ile yapılan PZR işlemleri 

sonucunda, genin bilinmeyen dizilerinin çoğaltılması sağlanır. Genin 5' ucuna ait dizi 

bilgisine sahip olmak için izlenmesi gereken yol, 5' uca terminal transferaz enzimi 

sayesinde takılan poliA kuyruğuna tamamlayıcı oligoT ve tasarlanan gene özgü 

primerler ile PZR reaksiyonları yapmaktır. 3' uçta ise gene özgü primerlerin yanında 

halihazırda varolan poliA kuyruna tamamlayıcı oligoT ile PZR yapılır (Şekil 2.5).   
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Şekil 2.5. a) 3', b) 5'  RACE reaksiyonlarının akış şeması (GSP: Gene özgü primer, 

GSP1: Gene özgü primer 1, GSP2: Gene özgü primer 2) 

2.6. ASTRAGALUS 

18.000 türle yüksek yapılı bitkilerin üçüncü en kalabalık grubunu oluşturan Astragalus 

(Geven) cinsi bitkiler Leguminosae’nin Papilionaceae alt ailesine üyedirler. Astragalus 

cinsi özellikle Avrupa, Asya ve Kuzey Amerika kıtalarında geniş dağılım gösterirler 

(Rios ve Waterman, 1997). Türkiye’de 400’den fazla türü bulunan ve bunların yaklaşık 

% 45’inin endemik türlerden oluştuğu bilinen (Akan ve Civelek, 2001) Astragalusların,  

içerdikleri sekonder metabolitlerinin kardiovasküler, hipotensif, yatıştırıcı, analjezik, 

antimutajenik (Rios ve Waterman, 1997; Ebrahimzadeh ve diğ., 1999), diüretik 

(Shirataki ve diğ., 1997; Semmar ve diğ., 2001), antiinflamatuar, karaciğer koruyucu, 

antiviral (Rios ve Waterman, 1997; Pistelli ve diğ., 2002), immunostimulant (Kurashige 
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ve diğ., 1999; Duan ve Wang, 2002), antimikrobiyal, sitotoksik (El-Sbakhy ve diğ., 

1994; Karagöz ve diğ., 2007) ve antifungal (Pistelli ve diğ., 2002) gibi önemli 

farmakolojik aktivitelere sahip oldukları saptanmıştır. Geleneksel tıpta yüzyıllar 

boyunca yorgunluk, halsizlik, ateş, terleme, kas ağrısı, soğuk algınlığı, ishal 

belirtilerinin giderilmesinde, yaraların iyileştirilmesinde, astım, diabet, nefrit 

hastalıklarının (Çalış ve diğ., 1996), lösemi ve uterus kanserlerinin (Anulov ve diğ., 

1995; Çalış ve diğ., 1996; Pistelli ve diğ., 2002) tedavisinde ilaç olarak 

kullanılmışlardır. Tıpta kullanımlarının yanısıra birçok Astragalus türü gıda sanayinde 

içecek ve katılaştırıcı ajan, tekstil sektöründe iplik, deri ve kumaşların işlenmesinde, 

hayvan yetiştiriciliğinde yem olarak halen kullanılmaktadır (Rios ve Waterman, 1997).  

 

Yapılan analizler sonucunda Astragalus türlerinin kimyasal içerikleri bakımından 

benzerlikler gösterdikleri belirlenmiştir ve bu kimyasal maddeler birkaç ana grupta 

toplanmıştır (Rios ve Waterman, 1997). Bunlardan biri farmakolojik aktivitelerden 

sorumlu metabolitler olan polisakkaritler [galaktomannan (Anulov ve diğ., 1995), 

tragakantin, astragalanlar, astraglukanlar (Sinclair, 1998)] ve bir diğeri saponinler 

[triterpenoidler (Yahara ve diğ., 2000)], astragalosidler, astramembraininler (Yahara ve 

diğ., 2000; Hirotani ve diğ., 1994)] dir. In vitro ve in vivo koşullarda yapılan deneyler 

sonucunda polisakkaritlerin antikanser etki gösterdiği ve immun sistemi güçlendirdiği, 

saponinlerin ise antinflamatuar, analjezik, diüretik, hipotensif ve yatıştırıcı aktivitelere 

sahip oldukları saptanmıştır (Anulov ve diğ., 1995). Astragalus’larda bulunan diğer 

önemli bir metabolit grubu da, fenolik bileşikler [kaempferol, quercetin (Semmar ve 

diğ., 2001), flavonoid glikozidler, flavonol glikozidler (Bedir ve diğ., 2000) ve 

izoflavonlar (Shirataki ve diğ., 1997)] dır. Fenolik bileşiklerden izoflavonların 

(kalikosin, afromormosin, isorhamnetin, ramnositrin, formononetin, odoratin) antiviral 

ve antioksidan aktivitelerden sorumlu olduğu belirlenmiştir (Toda ve Shirataki, 1998). 

 

İçerdikleri önemli kimyasal maddelerin yanı sıra Astragalus bitkilerinin kitre zamkı 

(yapışkan özelliğe sahip öz su) nedeniyle ülkemiz açısından ayrı bir ekonomik önemi 

vardır. Yapışkan, sıkılaştırıcı, emülsifiye edici ve katılaştırıcı ajan olarak tıp, diş 

hekimliği, tekstil ve gıda endüstrisinde kullanılan kitre zamkı, pek çok ülkeye ihraç 

edilmesi dolayısıyla Türkiye’nin önemli ekonomik bitkisel ürünlerinden biridir. 

Türkiye, İran ile birlikte hemen hemen tüm dünyanın ihtiyacını karşılayacak ölçüde 
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kitre zamkı üretmektedir (Doğan ve diğ., 1985; Baytop, 1999). Türkiye’de Astragalus 

kökleri ayrıca antiperspirant, diüretik, tonik olarak ve diabet, nefrit, lösemi ve uterus 

kanserlerinin tedavisinde geleneksel ilaç olarak kullanılmaktadır (Bedir ve diğ., 1998). 

 

2.6.1. Astragalus chrysochlorus  

 

Çeşitli tez ve araştırma projeleri kapsamında, on yılı aşkın süre boyunca araştırma 

grubumuz tarafından üzerinde çalışılan Astragalus chrysochlorus (Leguminoseae) 

bitkisinin (Şekil 2.6) bugüne kadar doku kültürü sistemleri kurulmuş (Turgut-Kara ve 

Arı, 2008; Hasançebi ve diğ. 2011), transgenik kök kültürleri elde edilmiş (Hasançebi, 

2003), sitotoksik, antioksidan ve fagositik aktiviteyi artırıcı etkileri belirlenmiş 

(Hasançebi, 2003; Karagöz ve ark., 2007), bir elisitör olan maya özütü etkisiyle 

süspansiyon kültürlerinde PAL (fenilalanin amonyak liyaz) enzim aktivitesi ve total 

fenolik içeriğinin (Çakır ve Arı, 2009) arttığı saptanmış, maya özütünün kullanıldığı 

biyotik stres çalışmasında “differential display” metodu ile hücre süspansiyon 

kültürlerinde C4H (sinnamat-4-hidroksilaz) geninde anlatım farklılığı belirlenmiş 

(Turgut-Kara, 2007) ve Astragalus chrysochlorus’un sekonder selenyum biriktiricisi 

olduğu saptanmıştır (Arı ve ark., 2010). 

 

                              

 

Şekil 2.6. Sertavul-Mersin’de yetişen Astragalus chrysochlorus bitkisi 
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3. MATERYAL VE YÖNTEM 

3.1. BİTKİ MATERYALİ VE DOKU KÜLTÜRÜ 

Bitkisel materyal olarak kullanılan Astragalus chrysochlorus Boiss & Kotschy tohumları 

Haziran 2004 yılında Sertavul’dan (Karaman-Mut arası 35 km; 1600-1610 m) toplanmış 

ve Prof. Dr. Tuna Ekim tarafından teşhis edilmiştir (ISTF no: 40006).   

  

Familya: Leguminosae (Fabaceae) 

 Cins: Astragalus 

 Tür: Astragalus chrysochlorus, Boiss & Kotschy 

3.1.1. Besiyeri ve Kültürleme Koşulları 

Bu tez kapsamında SMT geninin varlığı moleküler düzeyde araştırıldı. Bu amaçla 

bitkiler doku kültürü koşullarında 1 ppm, 5 ppm ve 25 ppm konsantrasyonda sodyum 

selenat içeren ve kontrol olarak sodyum selenat içermeyen MS (Murashige ve Skoog, 

1962) besiyerlerinde yetiştirildi. 

 

A. chrysochlorus’un doku kültürü için kullanılan MS temelli besiyerleri Tablo 3.1’de 

verildi. MS besiyerleri hazırlanırken, inorganik tuzlar için Sigma’nın (M-5524) toz 

halindeki preparatları kullanıldı. 4.4 g’lık MS preparat içerikleri 900’er ml distile su 

kullanılarak tamamen çözündürüldükten sonra bu çözeltilere 30 g sukroz ilave edildi ve 

distile su ile hacim 1 litreye tamamlandı. Çözeltilerin pH’ları 0.1 ve 1 N NaOH ile pH-

metre yardımıyla 5.7-5.8’e ayarlandı ve bu çözeltilere % 0.8 agar ilave edildi.  

Hazırlanan katı besiyerleri otoklavda (121°C, 1.2 atmosfer basınçta, 15 dakika) steril 

edildi. Sterilizasyon işleminden sonra besiyeri çözeltileri 50-60 °C’ye kadar soğutuldu 

ve üzerlerine 0.22 mm por açıklığına sahip Millipore (Millex-GS) filtre ile steril edilmiş 

1 mg/ml derişimdeki stok vitamin çözeltisi (Sigma M-3900)’den 1 ml eklendi. Su içinde 
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100 ppm konsantrasyonda hazırlanmış sodyum selenat stok çözeltisinden uygun miktar 

otoklavlanmadan önce besiyerlerine eklendi.  

Bitkilerin yetiştirilmesi için bitki büyütme kabini [25±°C, 16 saat ışık/8 saat karanlık, 

1400 lux (Heraeaus, Vötsch,  No: 440/0026/86)] kullanıldı. 

 

Tablo 3.1. Astragalus chrysochlorus doku kültürü için kullanılan MS temelli 
besiyerlerinin kimyasal içeriği (besiyerlerinin pH’ları 5.7-5.8 dir) 

İÇERİK MS (mg/l) 

NH4NO3 1650.0 
KNO3 1900.0 
CaCl2 332.2 

MgSO4 180.0 
KH2PO4 170.0 

Na2EDTA 37.26 
FeSO4.7H2O 27.80 
MnSO4.H2O 16.90 
ZnSO4.7H2O 8.60 

H3BO3 6.20 
KI 0.83 

Na2MoO4.2H2O 0.25 
CuSO4.5H2O 0.025 
CoCl2.6H2O 0.025 
Thiamin.HCl 0.1 
Nikotinik asit 0.5 
Pridoksin.HCl 0.5 

Glisin 2.0 
Myo-inositol 100.0 

Sukroz 30000 
Agar 8000 

 

 

3.1.2. Tohumların Çimlendirilmesi 

A. chrysochlorus tohumları yüzey sterilizasyonundan önce bir gece saf suda bekletildi. 

Yüzey sterilizasyonu için tohumlar sırasıyla % 70’lik etil alkolde 1 dakika, % 5’lik 

ticari çamaşır suyunda (% 2’lik sodyum hipoklorid içeren) 15 dakika bırakıldı. Sodyum 

hipokloridin uzaklaştırılması için ise tohumlar en az 15’er dakika olmak üzere 3 kez 

steril distile su ile yıkandı. Bu şekilde steril edilen tohumlar, 1, 5 ve 25 ppm sodyum 

selenat içeren MS besiyerlerine ve besiyerlerinden su kaybını engellemek için Parafilm 

ile kuşatılan 9 cm çaplı Petri kaplarına 10’ar adet ekilip, bitki büyütme kabininde 

çimlenmeye bırakıldı.  
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3.2. RNA İZOLASYONU 

 

1, 5 ve 25 ppm sodyum selenat içeren ve sodyum selenat içermeyen (kontrol) 

besiyerlerinde çimlendirildikten sonra 30 gün inkübe edilmiş bitkiler RNA 

izolasyonunda kullanıldı. RNA izolasyonunda RNaz aktivitesini inhibe etmek için 

izolasyonda kullanılacak pipet uçları, mikro tüpler gibi plastik ve diğer malzemeler iki 

kez otoklavlandı. Çözeltilere ise % 0.1 v/v oranında RNaz inhibitörü olan Dietil 

pirokarbonat (DEPC, Sigma, D-5758) ilave edildi. DEPC’li çözeltiler bir gece 

bekletildikten sonra otoklavlandı. 

 

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

üreticinin önerdiği işlemlere göre aşağıdaki gibi yapıldı. 

3.2.1. Homojenizasyon 

Farklı konsantrasyonlarda sodyum selenat içeren besiyerinde 30 gün inkübe edilmiş 

bitkilere ait ve -70 °C’da saklanan örnekler soğuk havan ve sıvı nitrojen kullanılarak toz 

haline getirildi. Toz haline getirilen örnekler 100 mg doku örneği başına 1 ml “One Step 

RNA Reagent” kullanılacak şekilde homojenize edildi. 

3.2.2. Faz Ayrımı 

Homojenize edilen örnekler, nukleoprotein komplekslerinin tamamen ayrılması için oda 

sıcaklığında 5 dakika bekletildi. Daha sonra her 1 ml “One Step RNA Reagent” için 0.2 

ml kloroform eklendi. Tüplerin kapakları parafilm ile sıkıca kapatıldıktan sonra 15 

saniye elle ters düz edildi ve oda sıcaklığında 3 dakika bekletildi. Örnekler 12.000 xg de 

4 °C’da 15 dakika santrifüj edildi. Santrifüjden sonra karışım üç faza ayrıldı; alt faz 

(fenol kloroform fazı), orta faz (beyaz ara faz) ve RNA’yı içeren sulu üst faz. 100 mg 

doku üzerine 1 ml Tripure reagent eklendi ve homojenize edildi. Karışım 12.000 xg’de 

10 dakika santrifüj edildikten sonra üst sıvı yeni bir tüpe alındı. Örnek 5 dakika oda 

sıcaklığında bekletildi. Kullanılan her 1 ml Tripure reagent için 0,2 ml kloroform 

eklendi ve 15 saniye karıştırıldı. Tüpler oda sıcaklığında 10-15 dakika inkübe edildikten 

sonra 12.000 xg’de 15 dakika santrifüj edildi. Renksiz üst faz yeni bir tüpe alındı. 0,5 
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ml izopropanol eklendi. Tüpler birkaç kez ters çevrilerek karıştırıldı ve oda sıcaklığında 

10-15 dakika bekletildi. 12000 xg’de 10 dakika santrifüj yapıldıktan sonra üst sıvı 

uzaklaştırıldı ve pellet DEPC’li suda çözüldü.  

3.2.3. RNA’nın Çöktürülmesi 

RNA’yı içeren sulu üst faz yeni bir tüpe aktarıldı. Sulu fazdaki RNA, izopropil alkol ile 

karıştırılarak çöktürüldü. “One Step RNA Reagent”ın her 1 ml’si için 0.5 ml izopropil 

alkol kullanıldı. Örnekler oda sıcaklığında 10 dakika inkübe edildi. Daha sonra 12.000 

xg’de 4 °C’da 10 dakika santrifüj edildi. Çökelen RNA, tüpün dibinde jel görünümlü 

çökelti oluşturdu. 

 

Çökelmiş RNA’yı içeren tüplerden üst sıvı atıldıktan sonra RNA çökeltisi % 75 etil 

alkol ile bir kez yıkandı. Kullanılan her 1 ml “One Step RNA Reagent” için 1 ml % 75 

etil alkol kullanıldı. Daha sonra, RNA çökeltisi tüplerin kapakları açık olacak şekilde 

oda sıcaklığında yaklaşık 15 dakika kurutuldu. Kurutma işleminden sonra RNA üzerine 

DEPC’li steril ddH2O ilave edildi. Daha sonra RNA’nın çözünmesi için tüpler 55 °C’lık 

su banyosunda 10 dakika inkübe edildikten sonra nazikçe karıştırılarak süspanse edildi. 

3.2.4. RNA Miktarının ve Saflığının Belirlemesi 

RNA örnekleri DEPC’li ddH2O ile toplam 200 ml olacak sekilde 1/100 oranında 

sulandırıldı. Daha sonra spektrofotometre cihazı (Microquant spektrofotometre, 

Biotech) 260 ve 280 nm dalga boylarına ayarlandı ve 96 kuyucuklu mikro plate 

kullanılarak (Thermo, 05460115) absorbans değerleri ölçüldü. RNA’ların miktar tayini, 

260 nm dalga boyunda ölçülen absorbans değerlerine göre yapıldı. RNA’ların 

konsantrasyonu aşağıda verilen formüle göre hesaplandı: 

1 A260= 40 mg/ml RNA 

 

 

Saflık kontrolü için ise A260/A280 oranı kullanıldı. A260/A280 oranı 1.8-2.0 olan RNA’lar 

saf olarak kabul edildi. 

 

RNA (mg/ml)= A260 x sulandırım kat sayısı x 40 
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3.3. AGAROZ-FORMALDEHİT JEL ELEKTROFOREZİ  

RNA örneklerinin miktar ve saflık tayini yapıldıktan sonra total RNA’nın bütünlüğünün 

değerlendirildiği kalitatif analizler için % 1 agaroz-formaldehit jel elektroforezi 

kullanıldı. RNA’nın denatüre koşulda, yürütülmesi için formaldehit içeren MOPS [3-

(Nmorfolino) propansülfonik asit] tampon sistemi kullanıldı. İşlem Maniatis ve diğ. 

(1982)’de belirtildiği gibi gerçekleştirildi. 

 

Jel içeriği 40 ml hacimli jel için aşağıdaki gibidir. 

· Agaroz (Sigma, A-5073) 0.4 g 

· DEPC’li ddH2O 29.6 ml 

· 20XMOPS 2 ml 

· Formaldehit (Sigma, F-8775) 7 ml 

 

0.4 g agaroz 29.6 ml DEPC’li distile su içinde mikrodalga fırında eritildikten sonra 50-

60 °C’a kadar soğutuldu. Üzerine 2 ml 20x MOPS, 7 ml formaldehit ve 2 ml EtBr (10 

mg/ml) ilave edilerek karıştırıldı (Tablo 3.2). 20 ml hacimli kuyucuk oluşturan tarak 

yerleştirilerek hazırlanmış jel kaseti (6x9 cm) (Thermo, EC320) içerisine jel karışımı 

dökülerek, çeker ocak içinde polimerize olması için bekletildi. 

 

Polimerize olan jel, yürütme tamponunun bulunduğu tanka alındı. 5 ml RNA örneği, 

üzerine 5 ml RNA denatürasyon tamponu eklendikten sonra 65°C’da yaklaşık 10 dakika 

denatüre edildi. Bu süre sonunda hemen buza alınan örnekler burada yaklaşık 2 dakika 

bekletildi. Daha sonra RNA örnekleri 2 ml yükleme tamponu (Fermentas, R0641) ile 

karıştırıldıktan sonra kuyucuklara yüklendi (kuyucuk başına 5 ml). Elektroforez işlemi 

40 V sabit güçte, 1,5 saat süresince gerçekleştirildi. Yürütme işleminde kullanılan 

tampon çözeltiler Tablo 3.2’de verildi. 
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Tablo 3.2. Agaroz-Formaldehit jel sisteminde kullanılan tampon çözeltiler ve içerikleri 

Ta 

3.4. SMT GENİ ÇOĞALTIMI İÇİN cDNA SENTEZİ  

Farklı konsantrasyonlarda sodyum selenat içeren besiyerlerinde yetiştirilen A. 

chrysochlorus bitkilerinden izole edilen RNAlar kullanılarak iki çeşit cDNA sentezi 

yapıldı. Bunlar; 

A- 5' RACE PZR için sentez edilen cDNA’lar, 

B- 3' RACE PZR, 5' PZR ve SMT geninin tamamının çoğaltılması için kalıp olarak 

kullanılan cDNA’lar olarak sınıflandırıldı.  

Bu tez çalışmasında sentezlenen cDNA çeşitleri ve bu cDNA’lar kullanılarak yapılan 

PZR’ler şekil 3.1’de şematize edildi.  

 
 
 
 
 

Tampon/Kimyasal adı İçerik Miktar/Konsantrasyon Marka ve Kod No. 
MOPS  400 mM Sigma, M-3183 
Sodyum asetat  160 mM Sigma, S-2889 

20x MOPS tamponu (pH 
7.0) 
 
(pH ayarlaması 1N NaOH ile 
yapılmış ve tampon çözelti 
otoklavda steril edilmiştir) 

EDTA  20 mM Sigma, E-5134 

Formamid  10 ml Sigma, F-7508 
Formaldehit  3.5 ml Sigma, F-8775 RNA denatürasyon 

tamponu 10x MOPS 
tamponu 

1.5 ml  

Et idyum Bromür Et idyum Bromür  10 mg/ml Sigma, E-7637 
10x MOPS 30 ml  
Formaldehit  5.4 ml Sigma, F-8775 Yürütme tamponu 
DEPC’li d istile su 264.6 ml  
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3.4.1. 5' RACE PZR için cDNA Sentezi 

SMT geninin 5' bölgesinin çoğaltılması amacıyla yapılan 5' RACE polimeraz zincir 

reaksiyonlarında kullanılmak üzere, cDNA sentezi, 5'/3' RACE (Rapid Amplified 

cDNA Ends Kit, 2nd Generation, Roche, 03 353 621 001) kiti kullanılarak, üreticinin 

önerdiği işlemlere göre yapıldı. cDNA sentezi reaksiyonunda kullanılan bileşen 

miktarları ve reaksiyon aşamaları Tablo 3.3’de belirtildi. Bileşenler tüplere ilave edilme 

sırasına göre verildi (Tablo 3.3). Reaksiyonda kullanılan bileşenler 500 ml’lik PZR 

tüpünde karıştırıldı.  

 
Tablo 3.3. cDNA sentez tüplerinde bulunan bileşenler, bu bileşenlerin içerikleri ve 

reaksiyon sırasında kullanılan miktarları. 
Reaksiyon Bileşenleri 5' RACE için 

Bileşen 
miktarları 

3' RACE ve Diğer Polimeraz Zincir 
Reaksionları için Bileşen 

miktarları 

cDNA sentez tamponu (250 mM 
Tris-HCl, 40 mM MgCl2, 150 mM 

KCl, 5 mM Dithiotreitol, pH 8.5) 
Deoksinükleotid karışımı (10 
mM) 
1. primer (sp1) 
2. primer (oligo T) 
total RNA (2 µg) 
Revers Transkriptaz 
Distile su 

4 µl 
 
 

2 µl 
 

1 µl 
- 

1 µl 
1 µl 
11 µl 

4 µl 
 
 

2 µl 
 
- 

1 µl 
1 µl 
1 µl 
11 µl 

Toplam  20 µl 20 µl 

    Sp1 primerine ait dizi Tablo 3.5’de verilmiştir. 

· 55°C’da 60 dakika RT (Revers transkripssiyon) reaksiyonu gerçekleştirildi.  

· 85 °C’da 5 dakikada reaksiyon sonlandırıldı ve örnekler buza alındı.  

 

5' RACE PZR için sentez edilen cDNA’lar ‘High Pure PCR Product Purification 
Kit’(Roche, 11 732 668 001) ile üreticinin önerdiği yöntemle saflaştırıldı. Saflaştırma 
işlemi aşağıdaki gibi yapıldı: 
 

1. Sentez edilen cDNA karışımına 100 ml bağlanma tamponu eklendi ve 

karışıtırıldı. 

2. Elde edilen karışım ‘High pure filter tube’ kolonu içine aktarıldı ve 6.000 

rpm’de 1 dakika santrifüj edildi, süzüntü atıldı. 
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3. Tüplere 500 ml ‘yıkama tamponu’ eklendi ve tüpler 6.000 rpm’de 1 dakika 

santrifüj edildi, süzüntü atıldı. 

4. Tüplere 200 ml ‘yıkama tamponu’ eklendi ve tüpler 14.000 rpm’de 2 dakika 

santrifüj edildi, süzüntü atıldı. 

5. Kolonlar elusyon tüplerine alındı.  

6. Tüplere 50 ml elusyon tamponu eklendi ve 14.000 rpm’de 1 dakika 

santrifüjün ardından DNA’nın saflaştırma işlemi tamamlanmış oldu. 

Bütün işlemler için Wisespin CF-10 masaüstü mikrosantrifüj kullanıldı. 

 

3.4.1.1. 5' RACE PZR için Sentez Edilen cDNA’lara PoliA Kuyruğu Eklenmesi  

Bölüm 3.4.1’de anlatıldığı gibi sentez edilen ve saflaştırılan cDNA’ların 5' RACE 

polimeraz zincir reaksiyonlarında kullanılabilmesi için 5' uçlarına poliA kuyruğu 

eklendi. Bu reaksiyonda kullanılan bileşen miktarları Tablo 3.4’de ve reaksiyon 

aşamaları aşağıda belirtildi.  

Tablo 3.4. 5' RACE PZR’de kullanılacak cDNA’lara poliA kuyruğu eklenmesi için 
gerekli  bileşenler, bu bileşenlerin içerikleri ve reaksiyon sırasında kullanılan miktarları 

Reaksiyon Bileşenleri Bileşen 
miktarları 

Reaksiyon tamponu (100 mM 
Tris-HCl, 15 mM MgCl2, 
500 mM KCl, pH 8.3) 
 
dATP (2 mM) 
Bölüm 3.4.1.de saflaştırılan 
cDNA  
 

2.5 µl 
 
 
 

2.5 µl 
 

19 µl 
 

Toplam  24 µl 

 

· Karışım 94°C’de 3 dakika inkübe edildi. 

· Örnekler buza alındı. 

· 1 µl terminal transferaz (80 U/ µl) eklendi.  

· 37 °C’ de 20 dakika inkübasyonun ardından sıcaklık 70 °C’ye çıkarıldı. 

Örnekler 10 dakika bu sıcaklıkta tutularak reaksiyon sonlandırıldı.  
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Bu reaksiyon sonucunda elde edilen cDNA’lar 5' RACE PZR reaksiyonlarında kalıp 

olarak kullanıldı. 

3.4.2. 3' RACE ve Diğer Polimeraz Zincir Reaksionları için cDNA Sentezi 

SMT geninin 3' bölgesinin çoğaltılması amacıyla yapılan 3' RACE polimeraz zincir 

reaksiyonlarında, aynı genin 5' bölgesinin (5' PZR) ve genin tamamının (SMT PZR) 

çoğaltılması amacıyla yapılan polimeraz zincir reaksiyonlarında kullanılmak üzere 

cDNA sentezi ‘5'/3' RACE (Rapid Amplified cDNA Ends Kit, 2nd Generation, Roche, 

03 353 621 001) kiti kullanılarak, üreticinin önerdiği işlemlere göre yapıldı. cDNA 

sentezi reaksiyonunda kullanılan bileşen miktarları ve reaksiyon aşamaları Tablo 3.3’de 

belirtildi. Reaksiyonda kullanılan bileşenler 500 ml’lik PZR tüpünde karıştırıldı. 

3.5.  SMT GENİ SENTEZİ 

SMT geninin sentezi için 3.4.1 ve 3.4.2 bölümlerinde anlatıldığı biçimde sentezlenen 

cDNA’lar kullanıldı. Bu cDNA’lar ile yapılan PZR’lerde kullanılan primerler Tablo 3.5’de 

verildi. Bu primerlerden 5' RACE PZR, 3' RACE PZR, 5' PZR ve SMT PZR için 

kullanılanlar, NCBI veritabanında bulunan Astragalus bisulcatus, A. racemosus, A. 

pectinatus, A. drummondii, A. ceramicus ve A. leptocarpus bitkilerine ait SMT genlerinin 

ortak dizilerinden ve A. chrysochlorus’da Arı ve diğ. (2010) tarafından belirlenmiş SMT 

geni parçasından yararlanılarak tasarlandı.  
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Tablo 3.5. PZR’de kullanılan primer dizileri 
 

Gene özgü birinci primer (sp1) Gene özgü ikinci primer (sp2) 
5' RACE 

 
 

 
5' GCTTGATAAGATGCTGTG  3' 

 

 
5'CTAGATAATCAAGATGCTCC 3' 

 
Primer 1 

 
Primer 2 (oligoT) 

3' RACE 
 

 
5' TAGTGGTGATTCAATAGAGG 3' 

 
 
5'GACCACGCGTATCGATGTCGACTTTTTTTTTTT
TTTTTTV 3'   V= A, C, G 

 

Primer 3  Primer 4  

5' PZR 
 

5'ATGTCGTCGTCATTGATAACC 3'  
 

 
5' GCCAAATAAGCGCCATAGCTC 3'  

 
 

İleri Geri 

SMT Genini 
çoğaltmak için 

tasarlanan 
primerler 

 
Primer A:  

5' ATGTCGTCGTCATTGATAACCGATTTC 3' 
Primer B (Klonlama için kullanılan): 

5' CACCATGTCGTCGTCATTGATAACCG 3' 

Primer C:  
5' TCACTTTGCAGAAAAAGTAGGAGATTGAC 3'  
Primer D:  
5' TCACTTTGCAGAAAAAGGAGATTGACCGCT 3'  
Primer E:  
5' TCACTTTGTGGCAAGAGCAGGAGATTGACC 3' 

T7 promotor 
bölgesine ait 

primer 
5' TAA TAC GAC TCA CTA TAG GG 3'  

Aktin 
Primerleri 

 
İleri- 5' TGGTGTCATGGTTGGTATGG 3' 

 
Geri- 5' TACATGGCAGGGACATTGAA 3' 

 
 

3.5.1. RACE Polimeraz Zincir Reaksiyonları 

1 ppm sodyum selenat içeren besiyerinde 30 gün süreyle bitki büyütme kabininde 

inkübe edilmiş bitkilerden izole edilen RNA’lar ters transkripsiyon (“reverse 

transcription”) ile cDNA’ya çevrildi ve polimeraz zincir reaksiyonunda (PZR) kalıp 

olarak kullanıldı. PZR işlemleri toplam hacim 25 µl olacak şekilde reaksiyon 

bileşenlerinin (Tablo 3.6) 0.5 ml’lik mikrotüplere konması ve tüplerin PZR cihazında 

uygun sıcaklık derecelerinde tutulmasıyla gerçekleşti. PZR işlemini gerçekleştirmek 

amacıyla tüplere sırasıyla steril distile su, 10x reaksiyon tamponu, MgCl2, dNTP 

karışımı, primerler (5' RACE için sp2 ve primer2, 3' RACE için primer1 ve primer2), 

kalıp cDNA (5' RACE için Bölüm 3.4.1’de, 3' RACE için Bölüm 3.4.2’de sentezlenen) 

eklendikten sonra PZR cihazı uygun program ile çalıştırıldı (Tablo 3.7). PZR işlemleri 

“5'/3' RACE (Rapid Amplified cDNA Ends) Kit, 2nd Generation” (Roche, 03 353 621 

001) kullanılarak üreticinin önerdiği işlemlere göre yapıldı.  
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Tablo 3.6. PZR tüplerinde bulunan bileşenler, bu bileşenlerin içerikleri ve reaksiyon 
sırasında kullanılan konsantrasyon/miktarları 

* Aktin PZR için kullanılan primerler 

 

Tablo 3.7. PZR koşulları 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

Reaksiyon Bileşenleri ve 

Konsantrasyonları 

3´ RACE PZR 

Konsantrasyon/ 

Miktar 

5´ RACE PZR 

Konsantras- 

yon/Miktar 

5´ PZR 

Konsantras- 

yon/Miktar 

SMT ve Aktin 

PZR 

Konsantrasyon 

/Miktar 

Su 
25 µl’ye tamamlayacak 

kadar 

25 µl’ye tamamlayacak 

kadar 

25 µl’ye tamamlayacak 

kadar 

25 µl’ye tamamlayacak 

kadar 

10x PZR Reaksiyon tamponu 

[10mM Tris-HCl (pH 8.3), 

50mM KCl, %0,01 (w/v) Jelatin] 

2,5 µl (1x) 2,5 µl (1x) 2,5 µl (1x) 2,5 µl (1x) 

25 mM MgCl2 2 µl 1-1,5-2-2,5-3 µl 3 µl 3 µl 

dNTP karışımı 10 mM 10 mM 10 mM 10 mM 

İleri primer  10 pmol (primer 1) 10 pmol (sp2) 10 pmol (primer3) 
10 pmol (primerA) 

*Aktin ileri primeri 

Geri primer   40 pmol (primer 2) 40 pmol (primer 2) 10 pmol (primer4) 

10 pmol (primer C 

veya primer D veya 

primer E) 

*Aktin geri primeri 

Kalıp 1 µl 1 µl 2 µl 1 µl 

Taq DNA Polimeraz veya 

‘Phusion’ polimeraz** (5 u/ µl) 
0,1µl 0,1µl 0,2 µl 0,2 µl** 

 

PZR Basamağı 

3´ RACE 

PZR 

Koşulları 

5´  RACE 

PZR 

Koşulları 

5´ PZR 

Koşulları 

SMT ve 

Aktin PZR 

Koşulları 

Ön Denatürasyon 

 (94 °C) 
2 dakika 2 dakika 2 dakika 30 saniye 

Denatürasyon (94 °C)  30 saniye  30 saniye 30 saniye 5 saniye 

Primer Bağlanma  
49 °C’ de 30 

saniye 

49-57 °C’ de 

30 saniye 

52 °C’ de 30 

saniye  

55 °C’ de 30 

saniye 

Uzama (72 °C) 30 saniye 30 saniye 30 saniye 30 saniye 

Döngü 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 Yönelik Gerçekleştirilen 

Polimeraz Zincir Reaksiyonu 

1 ppm sodyum selenat içeren besi ortamında 30 gün süreyle yetiştirilen Astragalus 

chrysochlorus tohumlarından elde edilen RNA’lar kullanılarak, Bölüm 3.4.2.’de 

sentezlenen cDNA’lar PZR’de kalıp olarak kullanıldı. Reaksiyonda kullanılan 

primerler, primer3 ve primer4, A. bisulcatus, A. racemosus, A. pectinatus, A. drummondii, 

A. ceramicus ve A. leptocarpus bitkilerine ait SMT genlerinin ortak dizilerinden 

yararlanarak tasarlandı (Tablo 3.5). PZR 500 ml’lik tüplerde gerçekleştirildi. Reaksiyon 

koşulları ve kullanılan bileşenler Tablo 3.6’da ve Tablo 3.7’de verildi.  PZR ürünleri 

agaroz jel elektroforeziyle analiz edildi. 

3.5.3. SMT Geninin PZR ile Çoğaltımı 

SMT geninin tamamını çoğaltmak amacıyla yapılan PZR 500 ml’lik PZR tüplerinde 

gerçekleştirildi. PZR’de kalıp olarak 1, 5, 25 ppm sodyum selenat varlığında yetiştirilen 

Astragalus chrysochlorus tohumlarından elde edilen RNA’lar aracılığıyla sentezlenen 

cDNA’lar kullanıldı. Reaksiyonda ileri primer A, geri primer olarak sentezletilen 3 

farklı primer (primer C, primer D, primer E) kullanıldı (Tablo 3.5). Reaksiyonda 

kullanılan bileşenler Tablo 3.6’da,  reaksiyon koşulları Tablo 3.7’de verildi. DNA 

polimeraz olarak ‘proofreading’ (hataları düzeltme) özelliği olan Phusion polimeraz 

(NEB, F-530) kullanıldı. 

            

Bütün PZR reaksiyonları “Techne TC-3000” marka PZR cihazı kullanılarak 

gerçekleştirildi. PZR ürünleri agaroz jel elektroforeziyle analiz edildi. 

3.6. AGAROZ JEL ELEKTROFOREZİ 

PZR ürünlerinin kalitatif analizi için % 1’lik agaroz jel elektroforezinden yararlanıldı. 

DNA’nın agaroz jelde yürütülmesi için 1XTAE tampon sistemi kullanıldı (Tablo 3.8). 

İşlem Maniatis ve diğ. (1982)’de belirtildiği gibi gerçekleştirildi. 
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Tablo 3.8. Agaroz jel elektroforezinde kullanılan yürütme tampon çözeltisi ve içeriği 

 
 

 

 

 

 

 

 

 0.4 g agaroz (Sigma, A-5073) 40 ml 1XTAE içinde mikrodalga fırında çözdürüldükten 

sonra 50-60 °C’ye kadar soğutuldu. Daha sonra üzerine 2 ml EtBr (10 mg/ml) ilave 

edilerek karıştırıldı. 40 ml hacimli kuyucuk oluşturan tarak yerleştirilerek hazırlanmış 

(6x9 cm) (Thermo, EC 320) jel kasetine jel karışımı dökülerek soğumaya bırakıldı. 

 

Polimerize olan jel, yürütme tampon çözeltisinin (1XTAE) bulunduğu tanka alındı. PZR 

ürünlerinin 5 ml’si 1 ml yükleme tamponu (Fermentas, R0611) ile karıştırılarak 

kuyucuklara yüklendi. Elektroforez işlemi 80 V sabit güçte, 40 dakika süresince 

gerçekleştirildi. 

3.7. PZR ÜRÜNLERİNİN SAFLAŞTIRILMASI 

PZR sonucu elde edilen ürünler (20 ml) agaroz jele yüklendi ve elektroforez işlemi ile 

ayrıştırıldı. Çoğaltılan bantlar UV altında görüntülendikten sonra agaroz jelden geri 

alınarak saflaştırıldı. Saflaştırma işlemi, “FavorPrepTM Gel Purification Mini Kit” 

(Favorgen, FAGPK001) kullanılarak üreticinin önerdiği protokole göre aşağıdaki gibi 

yapıldı: 

 

1. DNA bantları, steril bir bistüri ucu ile kesilerek 1.5 ml’lik mikrosantrifüj 

tüplerine yerleştirildikten sonra her bir örnek için tüplere 300 ml ‘FAGP 

tamponu’ eklendi ve tüpler 15 dakika 55 °C’lık su banyosunda bekletildi. 

2. Elde edilen karışım FAGP kolonuna yüklendi ve 6.000 rpm’de 1 dakika 

santrifüj edildi, süzüntü atıldı. 

3. Tüplere 750 ml ‘yıkama tamponu eklendi ve tüpler 6.000 rpm’de 1 dakika 

santrifüj edildi, süzüntü atıldı. 

İçerik 
Yürütme tampon çözeltisi [5X/1 L, 
Tris-asetat (TAE) tampon çözeltisi pH 
8.0] 
(pH  ayarlaması 1N NaOH ile yapılmıştır.) 

Miktar Marka ve Kod numarası 

Tris-base 242 g Sigma, T-8524 
Glasiyel asetik asit 57.1 ml Sigma, A-9967 
0.5 M EDTA pH 8.0 100 ml Sigma, E- 5134 
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4. Tüpler 14.000 rpm’de 3 dakika santrifüj edildi. 

5. Tüpün altında kalan sıvı atıldı ve kolonlar elusyon tüplerine alındı.  

6. Tüplere 30-40 ml elusyon tamponu eklendi ve 14.000 rpm’de 1 dakika 

santrifüjün ardından DNA’nın saflaştırma işlemi tamamlanmış oldu. 

Bütün işlemler için Wisespin CF-10 masaüstü mikrosantrifüj kullanıldı. 

3.8. SELENOSİSTEİN METİL TRANSFERAZ (SMT) GENİNE AİT 

POLİMERAZ ZİNCİR REAKSİYONU (PZR) ÜRÜNLERİNİN DİZİ VE 

HOMOLOJİ ANALİZLERİ 

1 ppm sodyum selenat içeren besiyerinde 30 gün süresince yetiştirilen bitkilerden izole 

edilen RNA’lar ters transkripsiyon (“reverse transcription”) ile cDNA’ya çevrildi ve 

polimeraz zincir reaksiyonunda (PZR) kullanıldı. PZR ürünlerinin dizi analizi, 

reaksiyonda kullanılan primerler aracılığı ile ‘ABI PRISM 310 Genetic Analyser’ aleti 

kullanılarak IONTEK tarafından gerçekleştirildi ve dizi bilgileri ‘Chromas 3’ programı 

ile elde edildi. Dizileme sonuçlarından elde edilen gen dizilerinin homolojileri, BLAST 

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/) analizi yapılarak tespit edildi. Nükleotit 

dizilerinin amino asit karşılıklarının farklı okuma çerçeveleri ile yapılan  

karşılaştırmaları sonucu, dizilerin hangi organizmada, hangi proteinlerle benzerlik 

gösterdikleri araştırıldı. Aminoasit dizilerinin belirlenmesi için EMBL sitesinde bulunan 

‘TRANSEQ’ programı kullanıldı. Aminoasit dizilerinin karşılaştırılması için ise öncelikle 

NCBI’nin sitesindeki "protein BLAST" programı kullanılarak elde edilen aminoasit 

dizilerine benzerlik ve homoloji gösteren diziler belirlendi. Ayrıca ‘clustalw’ programı 

kullanılarak SMT geninin hem DNA hem de aminoasit dizilerine yönelik homoloji 

analizleri yapıldı. AcSMT olarak adlandırılan Astragalus chrysochlorus’a ait olası SMT 

proteininin 3 boyutlu yapısı ise bilgisayar ortamında SWISS-MODEL Web-based tool 

(http://swissmodel.expasy.org/workspace/index.php, Guex ve Peitsch, 1997, Schwede 

ve diğ. 2003, Arnold ve diğ. 2006) ile elde edildi. 
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3.9. SMT GENİNİN FARKLI SODYUM SELENAT 

KONSANTRASYONLARINDA ANLATIMININ ANALİZİ 

SMT genine ait dizi saptandıktan sonra, 1, 5 ve 25 ppm konsantrasyonda sodyum 

selenat içeren ve kontrol bitkilerinden izole edilmiş RNAlardan Bölüm 3.4.2’de 

anlatıldığı gibi sentezlenen cDNA’lar ile PZR yapıldı. Farklı sodyum selenat 

konsantrasyonlarının SMT geninin anlatımı üzerindeki etkileri araştırıldı. PZR 

işlemlerinde kullanılan koşullar ve bileşenlerin konsantrasyonları Bölüm 3.5.3’te 

verildi. Aynı koşullar kontrol olarak kullanılan aktin geninin çoğaltılması için de 

kullanıldı. PZR ürünlerinin kalitatif analizi için % 1’lik agaroz jel elektroforezinden 

yararlanıldı. Jeller densitometrede (GS-800 Calibrated Densitometer, BIO-RAD) 

‘Quantity One® SW’ yazılımı kullanılarak analiz edildi.  

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

Astragalus chrysochlorus’dan izole edilen SMT geni, ChampionTM pET Directional 

Expression Kit (Invitrogen, K100-01) kullanılarak pET100/D-TOPO® vektörüne 

çoğaltılmak, dizilemek ve anlatım çalışmalarında kullanılmak üzere klonlandı (Şekil 

3.2).  
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Şekil 3.2. pET100/D-TOPO® vektörünün haritası 

3.10.1. cDNA’nın pET100/D-TOPO® Vektörü ile Ligasyonu 

TOPO TA® klonlama sisteminde ligasyon topoizomeraz I enzimine dayalı yöntemle 

gerçekleşir. Vaccinia virus topoizomeraz I spesifik olarak 5'-(C/T)CCTT-3' pentamerik 

dizisini tanır ve 3´ timidinin fosfat grubu ile kovalent bağ oluşturur.  Topoizomeraz I 

DNA’nın tek zincirinin kırılmasını sağlar ve DNA’nın gevşemesini kolaylaştırır. Bu 

şekilde enzim de DNA’dan ayrılır. Topoizomeraz I’in bu özelliklerinden dolayı TOPO® 

vektörü linear bir halde bulunur. Vektörün T7 promotor bölgesinin arkasında GTGG 

dizisi yapışkan uç olarak bulunmaktadır. PZR ürününün çoğaltılmasında kullanılan ileri 

primerin uç kısmında CACC dizisi içermesi ile, PZR ürününün vektöre doğru yönde 

girmesi sağlanır. Bu şekilde, çoğaltımda meydana gelen hataları düzeltebilen bir 

polimeraz enzimi ile çoğaltılan DNA dizisi vektöre bağlanarak ligasyon gerçekleşir 

    Bölge 
T7 promotor   209-225 
Lac operator (lacO)  228-252 
Ribozom Bağlanma Bölgesi 282-288 
Polihistidin (6xHis) Bölgesi 309-326 
XpressTM Epitop  366-389 
Klonlama Bölgesi  396-409 
T7 terminatör   427-555 
Ampisilin direnç geni  955-1815 
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(Şekil 3.3). Ligasyon işleminde kullanılan bileşenler ve miktarları Tablo 3.9’da 

verilmiştir. Ligasyon reaksiyonu üreticinin belirttiği işlemlere göre yapılmıştır. 

 

 
 

Şekil 3.3. ChampionTM pET Directional Expression Kitinin işleyiş şeması 

 

 

Tablo 3.9. Ligasyon işleminde kullanılan bileşenler ve miktarları 
 

Bileşenler Miktarları 
Taze PCR ürünü 0.5-4 ml 
Tuz solüsyonu (4 kat sulandırılmış) 1 ml 
Steril su Toplam hacim 5 ml o lacak kadar 
TOPO® vektör 1 ml 

 

Ligasyon için öncelikle 6 ml’lik ChampionTM pET Directional Expression kiti klonlama 

reaksiyon karışımı Tablo 3.9’a göre hazırlandı. 

1. Ligasyon için kullanılan bileşenler Eppendorf tüpler içine sırasıyla ilave 

edildikten sonra tüpler nazikçe karıştırıldı ve 5 dakika oda sıcaklığında 

bekletildi. Süre sonunda (ligasyon gerçekleştikten sonra) tüpler buz dolu bir 

kaba alındı ve transformasyon işlemine kadar hazır halde bekletildi. 

Yapışkan dizi 

Topoizomeraz 

Topoizomeraz 
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2. pET100/D-TOPO® vektörüne klonlanan cDNA’lar ve elde edilen 

rekombinant plazmidler pET100/D-AcSMT olarak isimlendirildi. 

3.10.2. One Shot® TOP10 Electrocomp™ E. coli Hücrelerinin Elektroporasyon 

Yoluyla pET100/D-AcSMT ile Transformasyonu  

Rekombinant plazmitlerin transformasyonu için Invitrogen ChampionTM pET 

Directional Expression kitinden sağlanan elektrokompetan E. coli hücreleri (‘One Shot® 

TOP10 Electrocomp™ E. coli’) kullanıldı. Transformasyon elektroporasyon yöntemi ile 

Multiporator (Eppendorf®) cihazı kullanılarak gerçekleştirildi. Elektroporasyon işlemi 

aşağıdaki gibi yapıldı.  

 

1. -70 °C’da saklanmış olan kompetan E. coli hücreleri buz içinde çözündürüldü. 

2. Her bir rekombinant plazmit için bir ölçek kompetan E. coli hücresi içeren 

Eppendorf tüplerine ChampionTM pET Directional Expression kiti klonlama 

reaksiyonu sonucunda elde edilen, rekombinant plazmit içeren 2 ml klonlama 

reaksiyon karışımından eklenerek tüpler nazikçe karıştırıldı ve karışım 

elektroporasyon küvetine aktarıldı. 

3. Örnekler 2.000 V’ta 1 atışlık elektroporasyona uğratıldı ve ardından hemen buza 

alındı. 

4. Hücrelerin üzerine oda sıcaklığında 250 ml klonlama kitinin içerisinde varolan 

SOC (Hanahan, 1983) besiyeri eklendi ve karışım 15 ml’lik kültür tüpüne alındı. 

5. Tüplerin ağzı parafilmle kapatılarak hücreler, üremeleri amacıyla 37 °C’lık 

çalkalamalı etüvde 1 saat inkübe edildi.  

6. Hücreler daha sonra 100 mg/ml ampisilin (Sigma, A-0166) içeren ve önceden 37 

°C’a kadar ısıtılmış LBA (Luria-Bertani Agar) (Tablo 3.10) besiyeri içeren Petri 

kaplarına 10-50 ml olacak şekilde yayma yöntemi ile ekildiler.  

Tablo 3.10. Luria-Bertani (LB) (pH 7.2) besiyeri yapımında kullanılan bileşenler ve miktarları 
 

LLBA LB 
Bileşenler Konsantrasyon 

(w/v) 

Markası ve 
Kod No. 

Tripton % 1 % 1 Difco, 211705 
Maya özütü % 0.5 % 0.5 Sigma, Y-

1625 
NaCl % 1 % 1 Sigma, S-3014 
Agar % 0.9 - Sigma A-5306 
pH 1N NaOH ile ayarlanmış ve besiyeri otoklavda steril edilmiştir. 
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7. Petri kapları 37 °C’lık etüvde hücrelerin koloni oluşturması amacıyla bir gece 

inkübe edildiler. 

3.10.3. Transformasyonun Koloni PZR ile Kontrolü 

Kompetan E. coli hücrelerinin klonlanmak istenen cDNA’ları alıp almadıklarının 

kontrolü için koloni PZR yöntemi kullanıldı. Koloni PZR için LBA besiyerinde 37 

°C’lık etüvde bir gecelik inkübasyonun ardından koloni oluşturan bakteri hücreleri 

transformantların seçimi için kullanıldı. PZR için ilk olarak koloniler rastgele biçimde 

ve en az 10 koloni olacak şekilde seçildi. Steril bir pipet ucu ile teker teker toplanan 

kolonilerin her biri, içerisinde 10 ml steril dH2O bulunan steril PZR tüpünde nazikçe 

süspanse edildi ve PZR’de kalıp olarak bu süspansiyonun 1 ml’si kullanıldı. Bakteri 

hücrelerinin parçalanması için PZR’nin ilk basamağı olarak 94 °C’da 10 dakika 

bekleme aşaması eklendi. Bu PZR yönteminde primer olarak vektöre ait T7 promotor 

dizileme primeri ve primerE kullanıldı (Bkz. Tablo 3.5). PZR, 500 ml’lik PZR 

tüplerinde gerçekleştirildi. Reaksiyonda kullanılan bileşenler ve reaksiyon koşulları 

aşağıda verildi: 

 

 

 

Koloni PZR Reaksiyon karışımı; 

· Steril distile su     12.65 ml 

· 10x PCR tamponu     2.5 ml 

· 0.2 mM dNTP karışımı    1.25 ml 

· 2 mM MgCl2     1.5 ml 

· 0.5 mM T7 promotor primeri   1 ml 

· 0.5 mM primerE       5 ml 

· Bakteri koloni süspansiyonu   1 ml 

· 1 U Taq DNA polimeraz (Finnzyme) 0.1 ml 

Toplam     25 ml 
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Tüpler karıştırıldı ve ardından PZR aşağıdaki koşullarda gerçekleştirildi; 

Hücrelerin parçalanması  94 °C’de 10 dakika 

Denatürasyon    94 °C’de 30 saniye 

Bağlanma   52 °C’de 30 saniye    30 döngü 

Uzama     72 °C’de  30 saniye  

Uzama     72 °C’de  10 dakika  

 

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

3.10.4. pET100/D-AcSMT Plazmit İzolasyonu 

Plazmit izolasyonu için öncelikle koloni PZR ile transformant olarak belirlenmiş 

‘pozitif’ kolonilere ait E. coli hücreleri üretildi. Daha önce koloni PZR’de (Bkz. Bölüm 

3.10.3) kalıp olarak kullanılmış 1.5 ml’lik steril santrifüj tüpünde bulunan bakteri 

süspansiyondan geriye kalan 9 ml’sinin üzerine 1 ml LB besiyeri ve ampisilin (100 

mg/ml) ilave edildi ve bir gece 37 °C’da 160 devir/dakika da üretildi. Buradan alınan 

bakteriler (200 ml) daha sonra plazmit izolasyonunda kullanılmak üzere miktarlarının 

artırılması amacıyla, 5 ml LB besiyeri ve ampisilin (100 mg/ml) içeren 15 ml’lik steril 

cam tüplere alındı ve bir gece 37 °C’da 160 devir/dakika da inkübe edildi. 

 

Plazmid izolasyonu GeneJETTM  Plazmid Miniprep Kit (Fermentas, K0501) kullanılarak 

üreticinin önerdiği işlemlere göre aşağıdaki gibi yapıldı. 

 

1. 37 °C’da 160 devir/dakika da 1 gece çoğaltılan hücreler 1.5 ml’lik steril 

santrifüj tüplerine alındı.  

2. Hücreler 7.000 rpm’de 5 dakika çöktürüldü. Üst sıvı (besiyeri) uzaklaştırıldı. 

3. Çöken hücreler 250 ml “Resuspension” solüsyonunda (RNase A ilaveli) 

tekrar süspanse edildi. 

4. Tüpler 250 ml “Lysis” solüsyonu eklendi ve tüpler 4-6 kez ters-düz edilerek 

karıştırıldı. 

5. Ardından 350 ml “Neutralization” solüsyonu da eklenen tüpler, 4-6 kez ters-

düz edilerek karıştırıldı. 
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6. 14.000 rpm’de 5 dakika santrifüjden sonra hücresel atık ve kromozomal 

DNA çöktürüldü. 

7. Plazmidi içeren üst sıvı ayrı bir santrifüj tüpündeki GeneJETTM  spin kolona 

aktarıldı.  

8. 14.000 rpm’de 1 dakika santrifüjden sonra kolonun altına geçen sıvı atıldı.  

9. Kolona 500 ml “Wash” solüsyonu eklendi. 30-60 saniye 14.000 rpm’de 

santrifüj yapıldı. Süzüntü atıldı ve yıkama işlemi tekrarlandı.  

10.  İkinci yıkamaya ait süzüntü atılarak, kolonun kurutulması için 1 dakika 

daha santrifüj yapıldı.  

11.  GeneJETTM spin kolon yeni bir tüpe aktarıldı ve 50 ml “Elution buffer” 

eklenerek plazmit DNA’sı izole edilmiş oldu.  

12.  Elde edilen plazmidler Bölüm 3.6.’da anlatılan şekilde % 1’lik agaroz jel 

elektroforezi ile analiz edildi. 

13.  Plazmidler kullanılıncaya kadar -20 °C’da saklandı. 

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

Kontrolu 

İzole edilen plazmitlerin Astragalus chrysochlorus SMT genini taşıdıklarının 

kanıtlanması amacıyla, genin vektöre girdiği bölgenin ön tarafında bulunan T7 

promotor bölgesine ait primer ve primer E ile plazmitler kalıp olarak kullanılarak PZR 

yapıldı. PZR koşulları ve kullanılan bileşenlerin konsantrasyonları Bölüm 3.10.3’te 

verilen koşullarla aynıdır. Ayrıca izole edilen plazmitler dizileme ile de kontrol edildi 

(ABI PRISM 310 Genetic Analyser, IONTEK). 
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3.11. BL21 STARTM (DE3) E. coli HÜCRELERİNİN PET100/D-AcSMT 

PLAZMİTİ İLE TRANSFORMASYONU 

pET100/D-AcSMT plazmiti ve Invitrogen ChampionTM pET Directional Expression 

kitinden sağlanan β-galaktozidaz geni içeren kontrol pET100/D plazmiti ayrı ayrı 

protein ekspresyonunun sağlanması amacıyla BL21 StarTM (DE3) E. coli hücrelerine 

aktarıldı. Bu işlem üreticinin önerdiği şekilde, aşağıdaki gibi yapıldı. 

 
1. 70 °C’da saklanmış olan kompetan BL21 StarTM (DE3) E. coli hücreleri buz 

içinde çözündürüldü. 

2. Bir ölçek kompetan E. coli hücresi içerisine, 2 ml plazmit eklenerek tüpler 

nazikçe karıştırıldı. 

3. Karışım 30 dakika buzda inkübe edildi. 

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

5. Hemen buza alınan hücrelerin üzerine oda sıcaklığına getirilmiş SOC 

besiyeri eklendi. 

6. Tüplerin ağzı parafilmle kapatılarak hücreler, üremeleri amacıyla 37 °C’lık 

çalkalamalı etüvde 30 dakika inkübe edildi.  

7. Hücreler daha sonra 100 mg/ml kanamisin (Sigma, K-1876) içeren ve 

önceden 37 °C’a kadar ısıtılmış 10 ml sıvı LB besiyerine aktarıldı ve kültür 1 

gece boyunca inkübe edildi. 

3.12. BL21 STARTM (DE3) E. coli HÜCRELERİNDE AcSMT PROTEİNİNİN 

ANLATIMI 

AcSMT proteininin BL21 StarTM (DE3) E. coli hücrelerinde anlatımının analizi için 

sırasıyla total protein izolasyonu, commasie boyama, western blotlama ve enzim 

aktivitesi analizi yapıldı. 

3.12.1. Protein İzolasyonu 

pET100D-AcSMT plazmiti aktarılmış E. coli BL21 StarTM (DE3) bakterilerinde 

AcSMT proteininin anlatımını göstermek amacıyla bu hücrelerden total protein 

izolasyonu yapıldı. 100 µg/ml ampisilin içeren LB besiyerinde 200 rpm’de 37°C’da bir 

gece boyunca üretilen bakterilerin 500 µl’si, 100 µg/ml ampisilin içeren 10 ml LB 
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besiyerine ekildi ve OD600 = 0.5 olduğunda kültür ikiye bölündü. Kültürlerden birine son 

hacimde 1 mM olacak sekilde IPTG (isopropil-beta-D-tiogalaktopiranosid, R0391, 

Fermentas) ilave edildi, diğerine ise aynı hacimde steril distile su eklendi ve kültürler 

tekrar üremeye bırakıldı. IPTG hücrelerin gen anlatımını uyarmak için kullanıldı. 

Uyarımdan sonraki 0., 2., 4. ve 6. saatlerde bütün kültürlerden 500 µl örnek alındı ve 

600 nm’de absorbansları ölçüldü. Daha sonra hücreler 4000 rpm’de çöktürüldü. Elde 

edilen absorbans değerlerinden yararlanılarak hücre yoğunlukları Lizis tamponu (50 

mM potasyum fosfat, pH 7.8, 400 mM NaCl, 100 mM KCl, 10% gliserol, 0.5% Triton 

X-100, 10 mM imidazol) ile birbirine eşitlendi. Daha sonra sıvı azotta dondurulan 

örnekler 42 °C’de çözüldü. Bu işlem 3-4 kez daha tekrarlandı. Çözülme işleminden 

sonra örnekler, 5 kez tekrarlanan periyotlarda 20 saniye ultrasonik su banyosu 

(Ultraclear Industrial, Ultrasonic Water Bath), 20 saniye buz banyosu içinde tutularak 

parçalandı. Homojenat 4oC’da 15000xg hızda (Eppendorf Centrifuge 5810 R), 3 dakika 

santrifüj edildi. Elde edilen süpernatant kısmı farklı bir tüpe aktarıldı. Süpernatant 2x 

Örnekleme tamponu (0.5 M Tris-HCl, pH 6.8, 2 ml Gliserol (100%), 0.4 ml β-

merkaptoetanol, 0.02 g Bromophenol Blue, 0.4 g SDS) ile pellet ise 1x örnekleme 

tamponu (0.5 M Tris-HCl, pH 6.8, 1 ml Gliserol (100%), 0.2 ml β-mercaptoethanol, 

0.01 g Bromophenol Blue, 0.2 g SDS) ile karıştırıldı. Bütün işlemler kontrol plazmiti 

olan ve β-galaktozidaz geni içeren pET100/D aktarılmış hücreler için de tekrar edildi. 

Örnekler 5 dakika kaynatıldı ve SDS-PAGE analizlerinde kullanılmak üzere –70oC’da 

saklandı.  

3.12.2. Poliakrilamid Jel Elektroforezi 

Suda çözünebilen ve çözünemeyen hücresel proteinlerin denatüre jel elektroforezi 

(SDS-PAGE) ile ayrıştırılmasında Walker (2002) tarafından önerilen yöntem kullanıldı. 

İşlem sırasında kullanılan çözeltiler Tablo 3.11.’de, jellerin hazırlanması sırasında 

kullanılan çözelti oranları ve işlem sırası Tablo 3.12.’de verildi. Önce jelin 1. kısmı 

(ayırma jeli) döküldü ve hava ile teması engellemek üzere jel yüzeyi 1 ml distile su ile 

kapatıldı. Polimerizasyon tamamlandıktan sonra (yaklaşık 1 saat) yüzeydeki su 

uzaklaştırıldı ve jelin 2. kısmı (yükleme jeli) dökülüp tarak yerleştirildi. Polimerizasyon 

sonunda (yaklaşık 30 dakika) jel kaseti elektroforez aletine (Mini-PROTEAN 3 Cell, 

BIO-RAD) yerleştirildi ve her bir cebe 30 ml örnek olacak şekilde uygulandı.  
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Tablo 3.11. SDS-PAGE için hazırlanan çözeltiler 

Çözeltiler Bileşenleri 

Stok akrilamid çözeltisi Akrilamid….....................30 g 

Bis...................................0.8 g 

Distile su ile 100 ml’ye tamamlandı 

1.875 M  Tris-HCl  tamponu (pH 8.8) 

 

Trizma-Baz..................45.43 g 

3 N HCl ile pH 8.8’e ayarlandı 

Distile su ile 200 ml’ye tamamlandı 

0.6 M  Tris-HCl  tamponu (pH 6.8) 

 

Trizma-Baz..................14.54 g 

3 N HCl ile pH 6.8’e ayarlandı 

Distile su ile 200 ml’ye tamamlandı 

%10 Sodyum dodesil sülfat (SDS) SDS..................................10 g 

Distile su ile 100 ml’ye tamamlandı 

%10 Amonyum persülfat   

(polimerizasyon başlatıcı, taze hazırlanır) 

Amonyum Persülfat...............................0.1 g 

Distile su ile 1 ml’ye tamamlandı 

1 x Yürütme tamponu (25 mM Tris, 192 mM 

glisin, %0.1 SDS, pH 8.3) 

Tris................................3.03 g 

Glisin.............................14.4 g 

SDS....................................1 g 

Distile su ile 1 litreye tamamlandı 

Örnek yükleme tamponu 0.6 M Tris-HCl (pH 6.8)..5 ml 

SDS……………………….5 g 

Sukroz……………………..5 g 

b-Merkaptoetanol….…0.25 ml 

Bromofenol mavisi (% 0.5 stok).5 ml 

Distile su ile 50 ml’ye tamamlandı 
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Tablo 3.12. SDS-PAGE'de kullanılan jelin hazırlanması 

Solüsyonlar Ayırma jeli 

(%10 Akrilamid) 

Yükleme Jeli  

(% 5 Akrilamid) 

Stok akrilamid solüsyonu  

1.875 M  Tris-HCl  tamponu (pH 8.8) 

0.6 M  Tris-HCl  tamponu (pH 6.8) 

%10 SDS 

Su 

%10 Amonyum persülfat (APS)  

13.3 ml 

8.0 ml 

- 

0.4 ml 

18.1 ml 

0.2 ml 

1.35 ml 

- 

1.0 ml 

0.1 ml 

7.5 ml 

0.05 ml 

 

Karışımın havası alındı 

 

TEMED (tetrametiletilendiamin) 

 

14 ml 

 

14 ml 

 

Jel kasetine döküldü 

 

 

Elektroforez işlemi sabit voltajda (200 V) gerçekleştirildi. Bromfenol mavisine ait bant 

jelin alt kenarına ulaşana dek (~40 dakika) ayırım sürdürüldü. İşlem sonunda akım 

kesilerek jel kaset arasından çıkarıldı ve bantlar Coomassie parlak mavisi ile görünür 

hale getirildi. 

3.12.3. Coomassie Boyama 

Elektroforez sonunda jelde ayrılmış proteinler Coomassie Boyama yöntemi ile görünür 

hale getirildi. Jel, alkole ve aside dayanıklı plastik bir kapta boyama çözeltisi [50:10:40 

hacim oranlarındaki MeOH (Metanol):AcOH (Asetik asit):H2O karışımı içinde 

hazırlanmış, % 0.05 (w/v) Coomassie parlak mavisi (“Coomassie brilliant blue" R-250)] 

içinde 2 saat, 37oC’da çalkalandı. Daha sonra fazla boyayı uzaklaştırma (“destaining”) 

çözeltisi [5:7:88 hacim oranlarında hazırlanmış MeOH:AcOH:H2O karışımı] içinde 12 

saat süreyle, 50 devir/dakika hızda çalkalayarak bekletildi. Bu çözelti jelin alt zemini 

boyadan tamamen arınıncaya kadar, sık sık değiştirildi ve yıkama işlemi tekrarlandı.  

 

 



 

 

59 

3.12.4. İmmünolojik Belirleme 

Bu analizlerde, Bölüm 3.11’de anlatıldığı gibi elde edilen hücrelerden, Bölüm 3.12.1’de 

verilen yönteme göre elde edilen protein ekstreleri kullanıldı. %10 poliakrilamid içeren 

SDS-PAGE (Walker, 2002) ile ayrılan proteinler, elektroblot yöntemi ile polivinilidin 

diflorür (PVDF) membrana aktarıldı. Membran % 5 (w/v) süt tozu [% 0.05 Tween-20 

(P-1379, Sigma) içeren PBS (Fosfat Salin Tamponu, 137 mM NaCl, 2.7 mM KCl, 4.3 

mM Na2HPO4, 1.47 mM  KH2PO4, pH 7.4) içinde hazırlandı] ile bloke edildikten sonra, 

bloklama solüsyonu içinde uygun oranlarda hazırlanan primer antikorla (Tablo 3.13) 

oda sıcaklığında 1 saat inkübe edildi.  

Tablo 3.13. İmmünolojik analizlerde kullanılan primer ve sekonder antikorlar,              
kaynakları, elde edildikleri organizmalar ve dilüsyonları 

Antikor Mono/Poliklonal Firma-Kaynak Elde edilen 
organizma 

Dilüsyon 

Primer Antikor: 
AntiSMT 

Monoklonal 

Dr. Martin 
Thanbichler 

Max Planck 
Institute, 
Almanya 

Tavşan 1:150 

Sekonder Antikor: Keçi 
anti-tavşan IgG (Fab), 

HRPO işaretli 
Poliklonal Stressgen Keçi 1:1000 

 

 

Membran, yıkama solüsyonu (% 0.05 Tween-20 içeren PBS) 15 dakika aralıklarla 

değiştirilerek 1 saat yıkandıktan sonra, bloklama solüsyonu içinde hazırlanan sekonder 

antikor ile [keçi anti-tavşan IgG (Fab), HRPO (yaban turpu peroksidazı) ile işaretli 

konjuge antikor (Stressgen), 1:1000; oda sıcaklığında 1 saat inkübe edildi. Membran 

yıkama solüsyonu ile tekrar yıkandıktan sonra, spesifik protein bantları “ECL Plus 

Western Blotting Detection System (Amersham)” kullanılarak röntgen filmi 

(Hyperfilm) üzerine yansıtıldı.  
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3.12.5. SMT Enzim Aktivitesi 

SMT enziminin aktivitesini göstermek için Bölüm 3.12.1’de anlatıldığı gibi üretilen ve 

uyarılan E. coli BL21 StarTM (DE3) bakterilerinden total protein izolasyonu yapıldı ve 

izole edilen proteinlerin konsantrasyonları ölçüldükten sonra reaksiyon gerçekleştirildi. 

3.12.5.1. SMT Enzim Aktivitesi Analizi için Protein İzolasyonu 

Bölüm 3.12.1’de anlatıldığı şekilde üretilen ve IPTG ile uyarılan pET100D-AcSMT 

plazmiti aktarılmış BL21 Star (DE3) hücrelerinden uyarımdan sonraki 0., 2., 4., 6. 

saatlerde 500 µl örnek alındı ve hücreler 4000 devir/dakika’da 3 dakika santrifüj 

edilerek çöktürüldü. Hücreler 50 µl 50 mM sodyum sitrat tamponunda [pH 6.0, 0.2 mM 

EDTA (Etilendiamin tetra asetik asit), 2 mM DTT (Ditiotreitol), % 10 w/v gliserol 

içeren] süspanse edildi. Sıvı azotta dondurulan örnekler 25 °C’de eritildi. Bu işlem 3-4 

kez daha tekrarlandı. Eritme işleminden sonra örnekler, 5 kez tekrarlanan periyotlarda 

20 saniye ultrasonik su banyosu (Ultraclear Industrial, Ultrasonic Water Bath), 20 

saniye buz banyosu içinde tutularak parçalandı. Elde edilen özütlerde protein 

konsantrasyonu saptandı.  

3.12.5.2. Protein Konsantrasyonun Saptanması 

Hazırlanan protein ekstrelerinin konsantrasyonlarının belirlenmesinde Bradford yöntemi 

kullanıldı (Bradford, 1976). Asidik boya (Bradford belirteci), 25 mg Coomassie brilliant 

blue G-250’nin, 12.5 ml %95 etanolde (EtOH) çözündürülüp, 25 ml % 85 fosforik asit 

(H3PO4) eklendikten sonra, 250 ml’ye tamamlanıp Whatman No.1 filtreden 

geçirilmesiyle hazırlandı ve kullanılmadan önce 5 kez sulandırıldı. 

 

5 ml belirteç üzerine 0.1 ml örnek (1x, 10x ve 100x sulandırımlarda hazırlanmış protein 

ekstresi) hızla eklenip vorteks ile karıştırıldı. Standart olarak 0.1-1.5 mg/ml 

konsantrasyonda hazırlanmış sığır serum albumini (“Bovine Serum Albumin”, BSA 

çözeltileri, kör örnek olarak protein ekstresinin hazırlandığı tampon, kör standart olarak 

saf su kullanıldı. Karışımlar 15 dakika oda sıcaklığında bekletildikten sonra, 595 nm’de 

köre karşı absorbans ölçümü yapıldı. Standartların protein çözeltilerinin 

konsantrasyonları ile absorbans değerleri kullanılarak standart grafik hazırlandı. 

Örneklerin protein konsantrasyonu bu grafikle elde edilen doğru denklemi yardımıyla 

hesaplandı. 
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3.12.5.3. SMT Enzim Aktivitesi Reaksiyonu 

Reaksiyonda kullanılan selenosistin (S-1650, Sigma)  50 mM sodyum borohidrid (S-

9125, Sigma) ile reaksiyon öncesi indirgendi. Reaksiyon karışımı aşağıdaki tabloda 

verildi (Tablo 3.14). İnce Tabaka Kromatografi (İTK) için sabit faz olarak hazır silika 

jel plaklar (Merck Katalog no:5554) kullanıldı. Reaksiyon karışımı 30 dakika 30 °C’de 

inkübe edildikten sonra her bir reaksiyondan yaklaşık 3 µl örnek kapiller cam pipetler 

kullanılarak bu plakların üzerine uygulandı ve oda sıcaklığında kurutuldu. Hareketli faz 

olarak ise n-butanol-asetik asit-H2O (4:1:1) kullanıldı. Bu çözücü sisteminde yürütülen 

plaklar, oda sıcaklığında kurutulduktan sonra ninhidrin belirteci (0.2% w/v ninhidrin, 

6% aseton içinde) plaklara püskürtüldü ve plaklar ısıtılarak oluşan lekeler 

değerlendirildi. 

Tablo 3.14. SMT enzim aktivitesi reaksiyonunda kullanılan bileşenler 

Bileşen Stok Solüsyon Miktar (ml) Final 
Konsantrasyon 

Sodyum Sitrat Tamponu 500 mM 5 50 mM 

Magnezyum Asetat 
Tamponu 

100 mM 5 10 mM 

DTT 50 mM 5 5 mM 

Ultra Saf Su - 50 µl’ye 
tamamlayacak 

kadar 

- 

Selenosistein (taze 
hazırlanmış) 

5 mM 5 0,5 mM 

Protein Özütü - 5 µg protein 
içerecek kadar 

- 

S-Adenozilmetionin 5 mM 5 0,5 mM 

3.13. İSTATİSTİKSEL ANALİZLER 

SMT geninin anlatım analizlerine ait tüm sayısal veriler istatistiksel olarak 

değerlendirildi. Gruplar arasındaki farkların anlamlı olup olmadığını belirlemek için 

ANOVA (tek yönlü varyans analizi; one-way ANOVA) testi yapıldı. Anlamlılık sınırı 

olarak P<0.05 olarak kabul edildi. Bu istatistiksel işlemler GraphPad Prism 4.0 paket 

programı ile gerçekleştirildi. 
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4. BULGULAR 

4.1. TOHUMLARIN ÇİMLENDİRİLMESİ 

Astragalus chrysochlorus tohumları uygulanan koşullarda başarıyla çimlendirildi ve bu 

tohumlardan elde edilen bitkicikler, 30 gün süreyle, 1, 5 ve 25 ppm konsantrasyonlarda 

sodyum selenat (Na2O4Se) içeren ve içermeyen MS besiyerlerinde yetiştirildi (Şekil 

4.1). Sodyum selenat içeren besiyerlerinde yetiştirilen bitkilerden, cDNA sentezlemek 

amacıyla, RNA izolasyonu yapıldı. 

 

 

                 

 

Şekil 4.1. A) Kontrol B)1 ppm C) 5 ppm D) 25 ppm sodyum  selenat içeren MS 

besiyerinde yetişen 30 günlük Astragalus chrysochlorus bitkileri  

4.2. SELENOSİSTEİN METİLTRANSFERAZ (SMT) GENİNİN SENTEZİ 

A. chrysochlorus SMT geninin tüm nükleotid dizisi, total RNA’nın izolasyonu ve bu 

RNA’lardan cDNA’ların sentezini takiben, genin 3' ucunun 3' RACE PZR ve 5' ucunun 

5' RACE PZR, 5' PZR ve SMT PZR yöntemlerinin uygulanmasıyla sentezlendi.   

 

 

  A                               B                         C                          D    
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4.2.1. Total RNA İzolasyonu  

Selenyum varlığında anlatım yapan genlere ait mRNA havuzunun elde edilmesi için 1, 

5 ve 25 ppm sodyum selenat içeren ve kontrol amacıyla sodyum selenat içermeyen MS 

besiyerinde in vitro koşullarda yetiştirilmiş 30 günlük A. chrysochlorus bitkilerinden 

total RNA başarı ile izole edildi ve OD260’da ölçüm alındı. Elde edilen değer Bölüm 

3.2.4’te verilen formüle uygulanarak RNA miktarı hesaplandı. RNA miktarının yaklaşık 

2000 mg/ml olduğu belirlendi. Total RNA’nın O.D260/O.D280 değeri 1.8-2 aralığında 

olduğundan saf olarak elde edildiği saptandı. % 1 Agaroz-formaldehit jel elektroforezi 

ile total RNA’nın 5 ml’si ayrıştırıldı ve RNA’nın izolasyon sırasında yıkılmamış olduğu 

da doğrulandı (Şekil 4.2).  

                             

Şekil 4.2. A) Kontrol bitkisinden ve B) 1 ppm C) 5 ppm D) 25 ppm sodyum selenat 
uygulanmış A. chrysochlorus bitkilerinden izole edilen  bütünlüğü bozulmamış nitelikteki 

total RNA.  

4. 2. 2. cDNA Sentezi 

Sodyum selenat varlığında anlatım yapan genlere ait mRNA’ların DNA kopyalarının 

çıkarılması amacı ile cDNA sentezi yapıldı. 3' RACE PZR, 5' PZR,  SMT PZR ve 5' 

RACE PZR’de kalıp olarak kullanılmak üzere, izole edilen total RNA’dan ters 

transkripsiyon reaksiyonu ile cDNA başarıyla sentez edildi ve cDNAlar agaroz jel 

elektroforezinde görüntülendi (Şekil 4.3). % 1’lik agaroz jel elektroforezi ile elde edilen 

sürüklenme görüntüsü ile total RNA’dan başarı ile cDNA sentez edildiği kanıtlandı 

(Şekil 4.3).  

 
 
 

           

  18S rRNA 

  28S rRNA 
  A                B              C              D    
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Şekil 4.3. 1 ppm sodyum selenat uygulanmış A. chrysochlorus bitkilerinden izole edilen  
bütünlüğü bozulmamış nitelikteki total RNA’lardan sentezlenen cDNAlar A) Markır 
(100 bp, Fermentas), B) 3' RACE PZR, 5' PZR, SMT PZR için sentezlenen cDNAlar, 
C) 5' RACE reaksiyonları için sentezlenen cDNAlar.  
 

4. 2. 3. SMT Geni Polimeraz Zincir Reaksiyonları  

SMT geninin 3' ve 5' uçlarına ait dizi bilgisinin elde edilmesi ve genin tamamının 

çoğaltılması, tasarlanan primerler kullanılarak polimeraz zincir reaksiyonları ile 

gerçekleştirildi.  

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

SMT geninin 3' ve 5' bölgelerinin moleküler analizi amacıyla, Bölüm 4.2.2’de 

anlatıldığı gibi başarı ile sentez edilen cDNA’lar kalıp olarak kullanıldı. Arı ve 

arkadaşları (2010) tarafından A. bisulcatus SMT genine % 92 oranında dizi benzerliği 

gösteren 211- 806 nukleotidler arası 595 bç.lik A. chryschlorus SMT gen bilgisi 

belirlenmiştir. Bu tez çalışmasında bu dizi bilgisinden yararlanılarak, SMT geninin 5' 

ucu için sp1 ve sp2, 3' ucu için primer1 tasarlandı. Primer1 ve poliA kuyruğunun 

tamamlayıcısı primer2 (oligoT) kullanılarak gerçekleştirilen 3' RACE PZR 

reaksiyonları sonucunda 542 bç. boyutunda DNA parçası elde edildi (Şekil 4.4-B). Bu 

DNA’nın daha sonra dizi analizi yapıldı. 5' RACE PZR reaksiyonları ile farklı MgCl2 

konsantrasyonlarının (1, 1.5, 2, 2.5, 3 mM) ve primer bağlanma sıcaklıklarının (49, 50, 

51, 52, 53, 54, 55, 56, 57 °C) kombinasyonlarının denenmesine rağmen SMT geninin 5' 

ucu çoğaltılamadı. Bu nedenle SMT geninin 5' ucunu çoğaltmak için 5' PZR 

reaksiyonları yapıldı. 

 

 

 

  A                B              C              
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Şekil 4.4. PZR ürünlerinin % 1’lik agaroz jeldeki görüntüsü. A. Markır (100 bp, Fermentas), B. 

3' RACE ile elde edilen PZR ürünü, C. 5' PZR ile elde edilen PZR ürünü. 
 

4. 2. 3. 2. SMT Geninin 5¢ Bölgesine Ait 5¢ PZR  

SMT geninin 5' bölgesinin moleküler analizi amacıyla, Bölüm 3.4.2’de anlatıldığı gibi 

sentez edilen cDNAlar kalıp olarak kullanıldı.  Genin 1. bazından itibaren, A. 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 tanımlanmış (Arı ve diğ. 2010) 595 bç’lik bölgesine ait DNA dizi 

bilgisinden yararlanarak tasarlanan primer4 ile gerçekleştirilen PZR reaksiyonları 

sonucunda 221 bç. boyutunda DNA parçası elde edildi (Şekil 4.4-C). Bu DNA’nın daha 

sonra dizi analizi yapıldı. 

4. 2. 3. 3. SMT Geninin Çoğaltılması 

SMT geninin tamamı, Bölüm 3.4.2’de anlatıldığı şekilde sentezlenen cDNAlar kalıp 

olarak kullanılarak primerA ve primerE yardımıyla çoğaltıldı. Elde edilen PZR 

ürününün 1020 bç olduğu gözlendi (Şekil 4.5). SMT geni daha sonra jelden geri 

alınarak diğer çalışmalarda kullanılmak üzere saklandı. Genin tamamını çoğaltmak için 

denenen diğer primerler (primerC ve primerD) ile sonuç elde edilemedi. PrimerA ve 

primerE ile çoğaltılan A. chrysochlorus SMT geninin +1. nukleotidinden başlayan ve 

stop kodonunun sonuna kadar olan bölümü elde edildi.  
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Şekil 4.5. PZR ürünlerinin % 1’lik agaroz jeldeki görüntüsü. A. Markır (1 kb Amresco), B.  
SMT geni 

4. 3. PZR ÜRÜNLERİNİN DİZİ ve HOMOLOJİ ANALİZLERİ  

5' PZR, 3' RACE PZR ve SMT PZR sonucu SMT genine ait sırasıyla 221, 542, 1020 

bç.’lik diziler elde edildi. 221 bç.’lik dizi Şekil 4.6’da, 542 bç.’lik dizi Şekil 4.7’de, 

1020 bç.’lik dizi Şekil 4.8’de, bu üç dizinin çakıştırılması ile elde edilen genin +1. 

nükleotidinden başlayıp 3' UTR’sinin (untranslated region: translasyona uğramayan 

bölge) sonuna kadar olan dizi (1242 bç.) ve bu dizinin aminoasit karşılıkları Şekil 

4.9’da verildi. Bu genin, dizi analizi sonucunda elde edilen dizi bilgisi ile yapılan 

BLAST analizleri, bu dizinin veribankalarında Astragalus SMT genleri ile yüksek 

oranda homoloji gösterdiğini ortaya konmuş ve AcSMT adı verilmiştir (Şekil 4.10).   
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ATGTCGTCGTCATTGATAACGGATTTCCTCCATCAAAATGGCGGAACGGC     50 

CGTCATTGACGGCGGTTTGGCGACGGAGCTTGAACGTCATGGTGCCGATC   100 

TCAACGATCCTCTTTGGAGCGCCAAATGCCTCCTTTCCTCTCCTCACCTCA    151 

TTCGCCAGGTGCATCTTGATTATCTAGAAAATGGTGCAGATATTATTATCA  202 

CAGCATCTTATCAAGCTAC                                                                                        221 

 

Şekil 4.6. A. chrysochlorus SMT 5' PZR ile elde edilen nukleotid dizisi (221 bç.) 

 

 

 

GCGGTTGGAATCAACTGTACCCCACCTAGATTTATACATGATCTGATACT            50 

TCTGCTTAAGAAGGTGACTGCAAAACCAATTGTTATATATCCAAATAGCG         100 

GGGAAACTTATGATGGTATCCGAAAAGAGTGGATGCAAAATTCAGGTGTT        150 

ACAGATGAAGATTTTGTCTCATATGTTGATAAATGGTGTGAGTCAGGGGC         200 

TTCCCTTGTAGGTGGCTGTTGCAGAACGACCCCCGATACTATTAGAGGGA         250 

TATACAAAATACTCTCCAGCGGTCAATCTCCTGCTCTTGCCACAAAGTGA         300 

CGTCAATCTCTGCTCTTGCCACAAAGTGACCCCCCTGTCATCAGAAACGA         350 

GGCAAATGTGCAAACAAATCTACTAGTAATTTCCATGTCAAGAAGGCAGG       400  

TAGCTGAACTGGGTTGTGTTGCCACTTTGCTGAGATGGGAAGATAAACAT        450 

GGTTAGCTGCACTAATAACAACAGTAGCAACATGATGTTTTCAACACACT        500 

CATTAATTTAATAGGGTGAAAGATAACGGGTCTAATTTTTTT                               542 

 

Şekil 4.7. A. chrysochlorus SMT 3' RACE PZR ile elde edilen nukleotid dizisi (542 bç.) 
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ATGTCGTCGTCATTGATAACGGATTTCCTCCATCAAAATGGCGGAACGGC      50 
 

CGTCATTGACGGCGGTTTGGCGACGGAGCTTGAACGTCATGGTGCCGATC     100 
 

TCAACGATCCTCTTTGGAGCGCCAAATGCCTCCTTTCCTCTCCTCACCTC        150 
 

ATTCGCCAGGTGCATCTTGATTATCTAGAAAATGGTGCAGATATTATTAT       200 

CACAGCATCTTATCAAGCTACCATTCAAGGTTTTAAGGCGAAAGGCTTTT      250 
 

TGATGAAGAAGGTGAAGCCCTGCTAAGGAGAAGTGTTGAGATTGCTCGC    300 
 

GAGGCTCGTGATTTGTATTATCAAAGATGTGCTGAGTCCTCTTCAGATAA      350 

TAATGGGGATGATAGTAGAATCCTCAAGCAACGACCTATCCTAATTGCGG     400 
            

GATCAGTAGGGAGCTATGGCGCTTATTTGGCTGATGGATCAGAGTACAGT     450 
 

GGGAATTATGGTGATGCTATCAAGTTGGAAACTCTTAAAGATTTTCACAG      500 

GAGAAGAGTTCAAATTTTGGCAGATTCAGGTGCGGACCTGCTTGCATTTG      550 
 

AAACAATTCCAAATAAGCTTGAAGCTCAGGCTTATGCAGACCTTCTGGAA     600 
 

GAAGAGAACATAACTACTCCAGCATGGTTTACGTTTAACTCTAAGGATGG     650 

AACTAATGTTGTTAGTGGTGATTCAATAGAGGAATGTGGTTCTATTGCTG      700 
 

AATCGTGCAACAAAGTAGTTGCGGTTGGAATCAACTGTACCCCACCTAGA     750 
 

TTTATACATGATCTGATACTTCTGCTTAAGAAGGTGACTGCAAAACCAAT      800 

TGTTATATATCCAAATAGCGGGGAAACTTATGATGGTATCCGAAAAGAGT     850 
 

GGATGCAAAATTCAGGTGTTACAGATGAAGATTTTGTCTCATATGTTGAT      900 

AAATGGTGTGAGTCAGGGGCTTCCCTTGTAGGTGGCTGTTGCAGAACGAC     950 
 

CCCCGATACTATTAGAGGGATATACAAAATACTCTCCAGCGGTCAATCTC      1000   

CTGCTCTTGCCACAAAGTGA  1020 

 

      

Şekil 4.8. A. chrysochlorus’dan  SMT PZR ile elde edilen nukleotid dizisi (1020 bç.) 

 

 

 

 



 

 

69 

 

 

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  G  L  A  T  E  L  E  R  H  G  A  D  L  N  D  P  L  W  S 
GCCAAATGCCTCCTTTCCTCTCCTCACCTCATTCGCCAGGTGCATCTTGATTATCTAGAA  180 
 A  K  C  L  L  S  S  P  H  L  I  R  Q  V  H  L  D  Y  L  E 
AATGGTGCAGATATTATTATCACAGCATCTTATCAAGCTACCATTCAAGGTTTTAAGGCG  240  
 N  G  A  D  I  I  I  T  A  S  Y  Q  A  T  I  Q  G  F  K  A 
AAAGGCTTTTCTGATGAAGAAGGTGAAGCCCTGCTAAGGAGAAGTGTTGAGATTGCTCGC  300  
 K  G  F  S  D  E  E  G  E  A  L  L  R  R  S  V  E  I  A  R 
GAGGCTCGTGATTTGTATTATCAAAGATGTGCTGAGTCCTCTTCAGATAATAATGGGGAT  360  
 E  A  R  D  L  Y  Y  Q  R  C  A  E  S  S  S  D  N  N  G  D 
GATAGTAGAATCCTCAAGCAACGACCTATCCTAATTGCGGGATCAGTAGGGAGCTATGGC  420  
 D  S  R  I  L  K  Q  R  P  I  L  I  A  G  S  V  G  S  Y  G   
GCTTATTTGGCTGATGGATCAGAGTACAGTGGGAATTATGGTGATGCTATCAAGTTGGAA  480 
 A  Y  L  A  D  G  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 
 V  S  G  D  S  I  E  E  C  G  S  I  A  E  S  C  N  K  V  V 
GCGGTTGGAATCAACTGTACCCCACCTAGATTTATACATGATCTGATACTTCTGCTTAAG  780 
 A  V  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  V  I  Y  P  N  S  G  E  T  Y  D  G  I 
CGAAAAGAGTGGATGCAAAATTCAGGTGTTACAGATGAAGATTTTGTCTCATATGTTGAT  900 
 R  K  E  W  M  Q  N  S  G  V  T  D  E  D  F  V  S  Y  V  D 
AAATGGTGTGAGTCAGGGGCTTCCCTTGTAGGTGGCTGTTGCAGAACGACCCCCGATACT  960 
 K  W  C  E  S  G  A  S  L  V  G  G  C  C  R  T  T  P  D  T 
ATTAGAGGGATATACAAAATACTCTCCAGCGGTCAATCTCCTGCTCTTGCCACAAAGTGA 1020 
 I  R  G  I  Y  K  I  L  S  S  G  Q  S  P  A  L  A  T  K  * 
CGTCAATCTCTGCTCTTGCCACAAAGTGACCCCCCTGTCATCAGAAACGAGGCAAATGTGCAAACA   1066  
AATCTACTAGTAATTTCCATGTCAAGAAGGCAGGTAGCTGAACTGGGTTGTGTTGCCACTTT1128 
GCTGAGATGGGAAGATAAACATGGTTAGCTGCACTAATAACAACAGTAGCAACATGATGTTTTCAA   1194 
CACACTCATTAATTTAATAGGGTGAAAGATAACGGGTCTAATTTTTTT              1242 

 
Şekil 4.9. A. chrysochlorus SMT cDNA dizisi ve aminoasit dizisi (Sistein  = C, Histidin  

= H, İzolösin = I, Metionin = M, Serin = S, Valin =V, Alanin = A, Glisin = G, Lösin 
=L, Prolin = P, Treonin = T, Arginin = R, Asparagin = N, Aspartat = D, Glutamat = E, 
Glutamin = Q, Fenilalanin = F, Trozin =Y , Triptofan = W) (1021-1242. bazlar arası 3' 

anlatım yapmayan bölgedir.) 
 

‘Clustalw’ programı kullanılarak Astragalus bisulcatus (accession numarası: AJ131433.1, 

Neuhıerl ve diğ..1999), Astragalus racemosus (accession numarası: GQ398501.1),  

Astragalus pectinatus (accession numarası: GQ398502.1), Astragalus drummondii 

(accession numarası: GQ398504.1), Astragalus ceramicus (accession numarası: 
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GQ398503.1) ve Astragalus leptocarpus (accession numarası: GQ398505.1) (Sors ve 

diğ.., 2009) bitkilerine ait SMT genleri, Astragalus chrysochlorus’a ait SMT DNA dizisi 

ile karşılaştırıldı (Şekil 4.10).   

 

 
 
 
Şekil 4.10: Nükleik asit dizi karşılaştırmaları (AbSMT,: Astragalus bisulcatus, ArSMT: 
Astragalus racemosus, ApSMT: Astragalus pectinatus, AdSMT: Astragalus drummondii, Ace: 
Astragalus ceramicus ve AlSMT: Astragalus leptocarpus, CsSMT: Camellia sinensis, 
BoSMT:  Brassica oleracea var italica ve AcSMT: Astragalus chrysochlorus) 
 

Ar SMT 
AbSMT 
ApSMT 
AlSMT 
AceSMT 
AdSMT 
AcSMT 
 

Ar SMT 
AbSMT 
ApSMT 
AlSMT 
AceSMT 
AdSMT 
AcSMT 
 

Ar SMT 
AbSMT 
ApSMT 
AlSMT 
AceSMT 
AdSMT 
AcSMT 
 

Ar SMT 
AbSMT 
ApSMT 
AlSMT 
AceSMT 
AdSMT 
AcSMT 
 



 

 

71 

  
 
Şekil 4.10 (devam): Nükleik asit dizi karşılaştırmaları (AbSMT: Astragalus bisulcatus, 
ArSMT: Astragalus racemosus, ApSMT: Astragalus pectinatus, AdSMT: Astragalus 
drummondii, Ace: Astragalus ceramicus ve AlSMT: Astragalus leptocarpus, AcSMT: 
Astragalus chrysochlorus) 
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Şekil 4.10 (devam): Nükleik asit dizi karşılaştırmaları (AbSMT: Astragalus bisulcatus, 
ArSMT: Astragalus racemosus, ApSMT: Astragalus pectinatus, AdSMT: Astragalus 
drummondii, Ace: Astragalus ceramicus ve AlSMT: Astragalus leptocarpus, AcSMT: 
Astragalus chrysochlorus) 
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Şekil 4.10 (devam): Nükleik asit dizi karşılaştırmaları (AbSMT: Astragalus bisulcatus, 
ArSMT: Astragalus racemosus, ApSMT: Astragalus pectinatus, AdSMT: Astragalus 
drummondii, Ace: Astragalus ceramicus ve AlSMT: Astragalus leptocarpus, AcSMT: 
Astragalus chrysochlorus) 
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Şekil 4.10 (devam): Nükleik asit dizi karşılaştırmaları (AbSMT: Astragalus bisulcatus, 
ArSMT: Astragalus racemosus, ApSMT: Astragalus pectinatus, AdSMT: Astragalus 
drummondii, Ace: Astragalus ceramicus ve AlSMT: Astragalus leptocarpus, AcSMT: 
Astragalus chrysochlorus) 
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Şekil 4.10 (devam): Nükleik asit dizi karşılaştırmaları (AbSMT: Astragalus bisulcatus, 
ArSMT: Astragalus racemosus, ApSMT: Astragalus pectinatus, AdSMT: Astragalus 
drummondii, Ace: Astragalus ceramicus ve AlSMT: Astragalus leptocarpus, AcSMT: 
Astragalus chrysochlorus) 
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Şekil 4.10 (devam): Nükleik asit dizi karşılaştırmaları (AbSMT: Astragalus bisulcatus, 
ArSMT: Astragalus racemosus, ApSMT: Astragalus pectinatus, AdSMT: Astragalus 
drummondii, Ace: Astragalus ceramicus ve AlSMT: Astragalus leptocarpus ve AcSMT: 
Astragalus chrysochlorus) 
 

 

Nükleik asit dizilerinin karşılaştırılması sonucu Astragalus chrysochlorus SMT geninin 

tamamı ile Astragalus bisulcatus, Astragalus racemosus, Astragalus pectinatus, 

Astragalus drummondii, Astragalus ceramicus ve Astragalus leptocarpus’a ait SMT 

dizileri arasında yüksek derecede benzerlik olduğu belirlendi. Benzerlik oranları Tablo 

4.1’de verildi.  
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Tablo 4.1: A. chrysochlorus SMT gen dizisinin veri bankası tarama sonuçları 
 

Eşleşen tür ve diziler 
A. chrysochlorus 

SMT geni ile olan 
benzerlik (%) 

E değeri* 

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 

54 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 değeri: Aranan dizinin, veritabanı içinde bulunan dizilerle şans eseri eşleşme olasılığını 
gösterir.  
 

Ayrıca ‘Clustalw’ programı kullanılarak SMT geni taşıyan A. bisulcatus, A. racemosus, A. 

pectinatus, A. drummondii, A. ceramicus, A. leptocarpus, Camelia sinensis ve Brassica 

oleracea var. italica bitkilerine ait SMT aminoasit dizileri, A. chrysochlorus’a ait SMT 

DNA dizisinden elde edilen aminoasit dizisi ile karşılaştırıldı. Karşılaştırma sonuçları Şekil 

4.11’de verildi.   
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Şekil 4.11. Amino asit dizi karşılaştırmaları (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, İzolösin = I, Metionin = M, Serin = S, Valin =V, Alanin = A, Glisin = G, 
Lösin =L, Prolin = P, Treonin = T, Arginin = R, Asparagin = N, Aspartat = D, Glutamat 
= E, Glutamin = Q, Fenilalanin = F, Trozin =Y , Triptofan = W) 
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Şekil 4.11. (devam) Amino asit dizi karşılaştırmaları (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, İzolösin = I, Metionin = M, Serin = S, Valin =V, 
Alanin = A, Glisin = G, Lösin =L, Prolin = P, Treonin = T, Arginin = R, Asparagin = N, 
Aspartat = D, Glutamat = E, Glutamin = Q, Fenilalanin = F, Trozin =Y , Triptofan = W) 
 
 

Aminoasit dizilerinin karşılaştırılması sonuçlarına göre 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 arasında benzerlik olduğu belirlendi. Benzerlik oranları Tablo 4.2’de verildi.  
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Tablo 4.2. A. chrysochlorus SMT aminoasit dizisinin farklı bitkilere ait SMT aminoasit 
dizileri ile karşılaştırılması. 

Bitki adı 

A. chrysochlorus 
SMT aminoasit 

dizisine olan 
benzerlik (%) 

E değeri 

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 karşılaştırılması sonuçlarına göre protein veri bankasında  

(Expasy) bulunan diğer sonuçlar Tablo 4.3’de verildi. 
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Tablo 4.3. A. chrysochlorus SMT aminoasit dizisinin farklı proteinlere ait aminoasit 
dizileri ile karşılaştırılması.        
 
 
 Eşleşen Protein        E değeri 

 
 

 

Elde edilen nukleik asit dizi bilgisi kullanılarak çıkarılan aminoasit dizisi ile AcSMT 

proteininin olası 3 boyutlu yapısı elde edildi. ‘Swiss-pdbviewer’ programı kullanılarak 

AcSMT proteininin aminoasit dizisinin üç boyutlu yapı görünümü elde edildi. Olası üç 

boyutlu görüntü Şekil 4.12’de verildi. 
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Şekil 4.12. A) A. bisulcatus SMT proteininin olası üç boyutlu yapısı (Sors ve diğ. 2009) 
B) A. chrysochlorus SMT proteininin olası üç boyutlu yapısı.  
 

4.4. SMT GENİNİN FARKLI SODYUM SELENAT 

KONSANTRASYONLARINDA ANLATIMININ KARŞILAŞTIRILMASI 

Total RNA’lardan cDNA sentezi Bölüm 3.4.2’de anlatıldığı şekilde ters transkripsiyon 

işlemi ile gerçekleştirildi. 1 ppm, 5 ppm, 25 ppm sodyum selenat içeren ve sodyum 

selenat içermeyen (kontrol) besiyerlerinde yetiştirilmiş bitkilere ait cDNA’lar, PZR 

reaksiyonu için kalıp olarak kullanıldı. Geni çoğaltmak için kullanılan primerA ve 

primerE ile yapılan PZR sonucunda elde edilen ürünlere ait %1’lik agaroz jel 

elektroforezi sonuçları Şekil 4.13. A’da verildi. Jelin densitometrik analizi sonucunda 

ise elde edilen bağıl PZR ürün miktarları Şekil 4.13. B’de verilen grafik yardımıyla 

karşılaştırıldı. Kontrol koşulunda ve sodyum selenat varlığında A. chrysochlorus SMT 

geninin anlamlı bir fark olmaksızın anlatım yaptığı belirlendi (p>0.05).  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

A B 
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                                          Kontrol        1 ppm           5 ppm      25 ppm  
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Şekil 4.13. A. chrysochlorus SMT genine ve aktin genine ait PCR ürününün agaroz jeldeki 
görüntüsü (A), bu genlere ait densitometrik analizler sonucu elde edilen yoğunluk grafiği (B) 

4.5. A. chrysochlorus SMT GENİNİN BAKTERİDE KLONLANMASI 

A. chrysochlorus’dan izole edilen SMT geni, pET100D-TOPO kullanılarak kompetan E. 

coli TOP10 hücrelerine klonlandı. Normal olarak ampisilin direnç geni içermeyen 

kompetan hücrelerin vektörü alarak ampisiline dirençli hale gelmeleri transformasyonun 

gerçekleştiğini gösterdi (Şekil 4.14).  

 

                            

SMT 
 
 

Aktin 

B 

A 
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Şekil 4.14. Transformasyondan sonra 100 mg/ml ampisilin içeren LB besiyerinde 
üreyebilen bakteri kolonileri  

 

100 mg/ml ampisilin içeren seçici besiyerinde üreyen transformantlardan seçilen 30 

tanesinde yapılan PZR sonucunda 15 tanesinin pET100/D-AcSMT bakımından pozitif 

olduğu 1207 bç.’lik bir PZR ürününün çoğalmasıyla gösterildi. 1207 bç’lik PZR ürünü 

taşıyan 2 transformantı içeren örnek agaroz jel fotoğrafı Şekil 4.15’de verildi. 

 

 

 

                         
 

Şekil 4.15. Koloni PCR ürünlerinin % 1’lik agaroz jeldeki görüntüsü. M) Marker 
(Fermentas 1 kb.) A) 1 numaralı transformant B) 2 numaralı transformant 

 

Koloni PZR sonucu pozitif çıkan koloniler bir gece 100 mg/ml ampisilin içeren sıvı LB 

besiyerinde inkübe edildi. Bu bakterilerden plazmit izolasyonu yapıldı. Koloni PZR ile 

SMT genini taşıdığı belirlenen klonlara ait plazmitlerin örnek agaroz jel görüntüsü Şekil 

4.16’de verildi. 

 
 
 
2 kb 
 
1500 bç 
 
1000 bç 

 

 
1207 bç. 

 

   M                A                  B 
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Şekil 4.16. Transformantlardan elde edilen örnek plazmit DNA’sı 

 

Pozitif transformant kolonilerden izole edilen plazmitlerin, önce PZR ile daha sonra da 

dizilenerek SMT genini taşıdıkları doğrulandı. SMT genini taşıdığı belirlenen klonlara 

ait plazmitler ile yapılan örnek PZR sonucu Şekil 4.17’de verildi. Bu plazmitler ile 

yapılan polimeraz zincir reaksiyonu yönteminde primer olarak vektöre ait T7 promotor 

dizileme primeri ve primerE kullanıldı. Pozitif transformantların dizi bilgisi Şekil 

4.18’de verildi.  

 

 

 

                                               
 

Şekil 4.17. pET100/D-AcSMT bakımından pozitif olarak transformanttan elde 
edilen plazmit DNA’sı ile yapılan PZR sonucu. M) Marker (Fermentas 1 kb.) A) 
örnek transformanta ait PZR sonucu 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
1000 bç 
 
 
750 bç 
 
500 bç 

 

 
1207 bç. 

 

   M                              A 
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TCACTATAGGGGAATTGTGAGCGGATAACAATTCCCCTCTAGAAATAATT 
 

50 
 

TTGTTTAACTTTAAGAAGGAGATATACATATGCGGGGTTCTCATCATCAT 
 

100 
 

CATCATCATGGTATGGCTAGCATGACTGGTGGACAGCAAATGGGTCGGGA 
 

150 
 

TCTGTACGACGATGACGATAAGGATCATCCCTTCACC? ATGTCGTCGTCAT 
 

200 

TGATAACGGATTTCCTCCATCAAAATGGCGGAACGGCCGTCATTGACGGC     250 
 

GGTTTGGCGACGGAGCTTGAACGTCATGGTGCCGATCTCAACGATCCTCT     300 
 

TTGGAGCGCCAAATGCCTCCTTTCCTCTCCTCACCTCATTCGCCAGGTGC        350 

ATCTTGATTATCTAGAAAATGGTGCAGATATTATTATCACAGCATCTTAT       400 
            

CAAGCTACCATTCAAGGTTTTAAGGCGAAAGGCTTTTTGATGAAGAAGGT      450 
 

GAAGCCCTGCTAAGGAGAAGTGTTGAGATTGCTCGCGAGGCTCGTGATT   500 

TGTATTATCAAAGATGTGCTGAGTCCTCTTCAGATAATAATGGGGATGAT      550 
 

AGTAGAATCCTCAAGCAACGACCTATCCTAATTGCGGGATCAGTAGGGAG     600 
 

CTATGGCGCTTATTTGGCTGATGGATCAGAGTACAGTGGGAATTATGGTG     650 

ATGCTATCAAGTTGGAAACTCTTAAAGATTTTCACAGGAGAAGAGTTCAA      700 
 

ATTTTGGCAGATTCAGGTGCGGACCTGCTTGCATTTGAAACAATTCCAAA      750 
 

TAAGCTTGAAGCTCAGGCTTATGCAGACCTTCTGGAAGAAGAGAACATAA     800 

CTACTCCAGCATGGTTTACGTTTAACTCTAAGGATGGAACTAATGTTGTT     850 
 

AGTGGTGATTCAATAGAGGAATGTGGTTCTATTGCTGAATCGTGCAACAA     900 

AGTAGTTGCGGTTGGAATCAACTGTACCCCACCTAGATTTATACATGATC     950 
 

TGATACTTCTGCTTAAGAAGGTGACTGCAAAACCAATTGTTATATATCCA      1000   

AATAGCGGGGAAACTTATGATGGTATCCGAAAAGAGTGGATGCAAAATTC     1050 

AGGTGTTACAGATGAAGATTTTGTCTCATATGTTGATAAATGGTGTGAGT      1100 

CAGGGGCTTCCCTTGTAGGTGGCTGTTGCAGAACGACCCCCGATACTATT     1150 

AGAGGGATATACAAAATACTCTCCAGCGGTCAATCTCCTGCTCTTGCCAC      1200 

AAAGTGA?   1207 

 

Şekil 4.18. Pozitif AcSMT transformantlarına dizi bilgisi (koyu yazılmış olan dizi 

pET100D vektörüne ait olan dizidir.? ? SMT geninin +1. nükleotidi ile 1020. 

nükleotidi arasındaki gene ait diziyi göstermektedir.) 
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4.6. SMT PROTEİNİ ANLATIMI 

Ekspresyon çalışmalarında Astragalus chrysochlorus’a ait SMT genini taşıyan pET100D-

AcSMT plazmiti başarıyla aktarılmış E. coli BL21 Star (DE3) konak hücreleri kullanıldı.  

Ekspresyon süresinin belirlenmesinde, gece boyu olarak inkübe edilen kültürden, 0., 2., 4. 

ve 6. saatlerde 500 µl’lik örnekler alındı ve bu örneklerden SDS-PAGE analizi yapılmak 

üzere protein izole edildi. SDS-PAGE ile ayrımı yapılan proteinler Coomassie Brillant Blue 

ile boyandı. Bunun sonucunda ekspresyonun 2. saatten itibaren başladığı ve denenen 4. ve 

6. saatlerde de devam ettiği belirlendi. Elde edilen SDS-PAGE bulguları IPTG’nin SMT 

gen anlatımını test edilen tüm saatlerde indüklediğini, bu indüksiyonun suda çözünen ve 

çözünmeyen proteinler için geçerli olduğunu gösterdi (Şekil 4.19, Şekil 4.20, Şekil 4.21, 

Şekil 4.22). Enzim aktivitesi  çalışmalarında, bu değerler esas alındı.  

      

              0. saat                   2. saat 

                                 Kontrol      AcSMT         Kontrol      AcSMT               

                                 -IPTG +IPTG    -IPTG +IPTG    -IPTG +IPTG -IPTG +IPTG     M 

                      

 

Şekil 4.19. 0. ve 2. saatlerde alınan örneklerin suda çözünebilir kısmının SDS-PAGE 

analizi (kırmızı ok 121 kDA’luk kontrol proteinini, kahverengi ok 40 kDA’luk SMT’yi 

işaret etmektedir) 

   

 

 

120 kDa 
 
85 kDa 
 
 
50 kDa 
 
 
 
35 kDa 
 
 
25 kDa 
 
 
20 kDa 
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                                      4. saat                   6. saat 

                            Kontrol        AcSMT                Kontrol         AcSMT               

                        -IPTG +IPTG    -IPTG +IPTG       -IPTG +IPTG      -IPTG +IPTG           M 

          

Şekil 4.20. 4. ve 6. saatlerde alınan örneklerin suda çözünebilir kısmının SDS-PAGE 

analizi (kırmızı ok 121 kDA’luk kontrol proteinini, kahverengi ok 40 kDA’luk SMT’yi 

işaret etmektedir) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

120 kDa 
 
85 kDa 
 
 
 
50 kDa 
 
 
 
35 kDa 
 
 
25 kDa 
 
 
20 kDa 
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                             0. saat                               2. saat 

                            Kontrol       AcSMT             Kontrol         AcSMT         

                      -IPTG   +IPTG  -IPTG    +IPTG    -IPTG  +IPTG    -IPTG   +IPTG    M 

                  

Şekil 4.21. 0. ve 2. saatlerde alınan örneklerin suda çözünemeyen kısmının SDS-PAGE 

analizi (kırmızı ok 121 kDA’luk kontrol proteinini, kahverengi ok 40 kDA’luk SMT’yi 

işaret etmektedir) 
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20 kDa 
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                                              4. saat                    6. saat 

                                     Kontrol        AcSMT          Kontrol      AcSMT           

                                         -IPTG +IPTG   -IPTG +IPTG  -IPTG +IPTG  -IPTG +IPTG    M 

                           

Şekil 4.22. 4. ve 6. saatlerde alınan örneklerin suda çözünemeyen kısmının SDS-PAGE 

analizi (kırmızı ok 121 kDA’luk kontrol proteinini, kahverengi ok 40 kDA’luk SMT’yi 

işaret etmektedir) 

 

Astragalus chrysochlorus’a ait SMT proteininin suda çözünebilir olup olmadığını 

araştırmak amacıyla yapılan SDS-PAGE çalışmaları sonucunda SMT’nin yoğun olarak 

suda çözünmeyen proteinler arasında olduğu saptandı. Şekil 4.21 ve Şekil 4.22’de 

gözlendiği gibi SMT proteini 2., 4. ve 6. saatlerde suda çözünmeyen proteinler içinde 

daha koyu bantlar şeklinde saptandı. 

  

 

4.7. İMMUNOLOJİK BELİRLEME 

Kontrol (0. saat) ve deney grubu (2., 4. ve 6. saatler) hücreleriyle yürütülen 

immünolojik analizler sonucunda elde edilen bulgular Şekil 4.23’te verildi. Şekil 4.23’e 

120 kDa 
 
85 kDa 
 
 
 
50 kDa 
 
 
35 kDa 
 
 
25 kDa 
 
 
20 kDa 
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göre, örnek alınan saatlerde IPTG ile uyarılmış kültürlerde SMT anlatımının belirgin bir 

şekilde arttığı saptandı. Bu artışın kontrole göre, 6.saatte ~3 kat olduğu bulundu. 
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Şekil 4.23. a) E. coli BL21 StarTM (DE3) bakterilerinde kontrol ve deney gruplarına ait SMT 
anlatımlarının Western blot analizi, b) Analiz sonuçlarının grafik şeklinde gösterimi (Grup 
içindeki tekrarlar arasındaki tutarlılık tek-yönlü ANOVA testi ile belirlendi. Deneyler 3 tekrarlı 
olarak gerçekleştirildi. ** P<0.01) [IPTG ile uyarılmış kontrol (0. saat), 2., 4., 6. saate ait 
protein ekstresi] 

 

4.8. ENZİM AKTİVİTESİ 

Bölüm 11.’de anlatıldığı şekilde üretilen ve IPTG ile uyarılan pET100D-AcSMT 

plazmiti aktarılmış BL21 Star (DE3) hücrelerinden uyarımdan sonraki 0., 2., 4., 6. 

saatlerde alınan örneklerden elde edilen protein özütleri ile yapılan SMT enzim 

aktivitesi deneylerinde üretilen metil selenosistein ince tabaka kromatografi ile 

saptanmıştır (Şekil 4.24). Reaksiyon sonucunda kontrole (metilselenosistein) karşılık 

gelen Rf değerinde (0.58) test edilen örneklerde de spotlar belirlenmiştir.  
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Şekil 4.24. Astragalus chrysochlorus SMT genine sahip BL21 Star (DE3) hücrelerinde 

enzim aktivitesi. A) S-adenozilmetionin B) Selenosistein C) A. chrysochlorus SMT 

genini içermeyen BL21 Star (DE3) bakterisinden elde edilen protein özütü ile yapılan 

enzim aktivitesi D) 0. saatte E) 2. saatte F) 4. saatte G) 6. saatte alınan örnekte SMT 

enzim aktivitesi I) Metilselenosistein 

 

 

 

 

 

 

A             B                C                D              E                 F                G                  I 
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5. TARTIŞMA ve SONUÇ 

Bu tez çalışmasında, MeSeCys oluşumundan sorumlu olan selenosistein metiltransferaz 

(SMT) enzimini şifreleyen gen Astragalus chrysochlorus bitkisinden, veribankasında 

bulunan diğer SMT genleri ve daha önceki çalışmamızdan elde edilen dizi bilgileri 

kullanılarak tasarlanan primerler ile PZR ve RACE PZR yöntemleriyle izole edilmiştir. 

AcSMT geninin, 1.242 bç. uzunluğunda ve 340 amino asit, 40 kDa ağırlığında proteini 

şifreleyen açık okuma çerçevesine sahip olduğu belirlenmiştir. AcSMT’nin aminoasit 

dizisinin A. bisulcatus SMT proteinine % 97 oranında benzediği saptanmıştır. 

Mitokondri ve kloroplast sinyali içermediği belirlenen AcSMT’nin karboksil ucunda, 

diğer metil transferazlar gibi çinko bağlayan GGCC motifi içerdiği ve bu bölgeye yakın 

konumlanmış korunmuş sistein bakiyeleri saptanmıştır. AcSMT geni, Escherichia 

coli’ye aktarılarak bu bakteride anlatımı sağlanmış ve ürünü olan protein western 

blotlama yöntemiyle belirlenmiştir. Ayrıca bu bakterilerden elde edilen hücre 

ekstrelerinde yapılan enzim aktivitesiyle AcSMT’nin varlığı saptanmış. Farklı selenat 

uygulamaları ile anlatımı araştırılan AcSMT geninin bitkide sürekli anlatım yaptığı 

bulunmuştur. 

 

Selenyum, antioksidan selenoproteinlerin yapısına katılması sebebiyle insanlar, 

hayvanlar ve mikroorganizmalar için gerekli bir elementtir (Birringer ve diğ. 2002; 

Berken ve diğ. 2002). Besinsel gereksinimin yanı sıra selenyumun sağlık açısından 

önemi olduğu ortaya konmuştur. Bağışıklık sistemi, fertilite (McKenzie ve diğ. 2001; 

Foresta ve diğ. 2002), viral enfeksiyonlar (Beck ve diğ. 2003), antioksidan metabolizma 

(Soriano-Garcia 2004) üzerinde selenyumun etkisi kanıtlanmıştır. Selenyumun kanser 

önleyici bir ajan olarak hücre döngüsünü etkilediği ve apoptozu indüklediğine dair 

bulgular çok sayıda farmakolojik çalışma ile ortaya konmuştur (Clark ve diğ. 1996, 

Combs and Gray 1998, Ip 1998, Vadgama ve diğ.2000, Whanger ve diğ. 2000, Fleming 

ve diğ. 2001, Dong ve diğ. 2001, Reid ve diğ. 2002, Whanger 2002, Whanger 2004).  

Besinsel olarak günlük Se alımının bazı kanserlerin oluşmasını engellediği saptanmıştır 

(Clark ve diğ. 1996; Finley 2007). Selenyum içeren bileşiklerin kansere karşı etki 

dereceleri farklılık göstermektedir. Yapılan çalışmalar selenyumlu bileşiklerden 

metilselenosisteinin (MeSeCys) kanser önleyici olarak en etkili bileşik olduğunu ortaya 

koymuştur (Ip and Ganther 1992; Lu ve diğ. 1996; Ip ve diğ. 2000; Finley ve diğ. 2001; 
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Medina ve diğ. 2001; Mckenzie ve diğ. 2009). Proteinlere katılmayan bu bileşik 

Brassica ve Allium cinslerine dahil bitkilerde ve selenyum primer biriktiricisi olarak da 

bilinen Astragalus bisulcatus’un da dahil olduğu Astragalus cinslerinde üretilmektedir 

(Trelease ve diğ. 1960, Nigam and McConnel 1969, Cai ve diğ. 1995, Clark ve diğ. 

1996).  

 

Selenyum biyokimyasal benzerliğinden dolayı kükürtle yarışmalı olarak hücre içine 

alınır ve metabolize edilir (Ellis and Salt 2003). Birçok bitki türü kuru ağırlıkta 25 mg 

Se/kg’a kadar Se içerir. Bu bitkiler selenyum biriktirmeyen bitkiler (non-akümülatör) 

olarak sınıflandırılır. 1.000 mg Se/kg ve daha fazla selenyum depolayabilen ve ayrım 

katsayısı 1’den büyük olan bitkiler ise primer biriktirici olarak adlandırılırlar. Buna 

karşın ayrım katsayısı 1’den küçük olan ve birkaç yüz mg/kg selenyum biriktirebilen 

bitkiler sekonder biriktirici olarak tanımlanmıştır (Ellis ve Salt, 2003).  

  

Leguminosae ailesi üyesi bitkilerden Astragaluslar içerisinde, selenyum biriktirme 

kapasitesi açısından hem primer biriktiriciler hem de biriktirmeyen bitkiler ortaya 

konmuştur (Sors ve diğ. 2009). Bu tez çalışmasında materyal olarak kullanılan 

Leguminosae’nin Papilionaceae alt ailesinin bir üyesi olan ve daha önceki çalışmalarda 

doku kültürü sistemleri kurulmuş (Turgut-Kara ve Arı, 2008; Hasançebi ve diğ. 2011), 

fenolik üretimine yönelik hücre kültürü çalışmaları ile PAL (fenilalanin amonyak liyaz) 

aktivitesi belirlenmiş (Çakır ve Arı, 2009), fagositik, antioksidan (Hasançebi, 2003) ve 

sitotoksik (Karagöz ve diğ., 2007) aktivite gibi biyolojik aktivitelerinin olduğu 

saptanmış Astragalus (Geven) cinsi bitkilerden endemik Astragalus chrysochlorus, 

sekonder selenyum biriktiricisi olarak tanımlanmıştır (Arı ve diğ. 2010). Arı ve 

arkadaşları (2010) yaptıkları çalışmada doku kültürü koşullarında 1, 5, 25 ve 75 ppm 

sodyum selenat içeren MS besiyerlerinde yetiştirilmiş A. chrysochlorus bitkilerinde S ve 

Se miktarlarını ICP-MS (Inductively Coupled Plasma Mass Spectroscopy) yardımıyla 

ölçerek ortalama ayrım katsayısını 0.95 olarak saptamışlardır. Bu değer 1’den küçük 

olduğu için A. chrysochlorus bitkisi sekonder selenyum biriktiricisi olarak (Ellis ve Salt, 

2003’e göre) tanımlanmıştır. Genom bilgisi olmayan organizmalarda gen izolasyonu 

zordur. Buna rağmen bu tez çalışmasıyla, daha önce grubumuz tarafından yapılan 

çalışmada (Arı ve diğ. 2010) polimeraz zincir reaksiyonu ile SMT geninin 595 bç.’lik 

kısmı çoğaltılarak homoloji analizleri yapılmış ve çoğaltılan parçanın A. bisulcatus 
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SMT genine % 92 oranında benzediği bulunmuştur. Bu verilere dayalı olarak bu tez 

çalışmasında A. chrysochlorus SMT geninin moleküler klonlanması ve 

karakterizasyonu hedeflenmiştir. Böylece bu genin tanımlanarak selenyum biriktiricisi 

bitkilerde SMT enziminin özelliklerinin belirlenmesine yönelik çalışmalara katkıda 

bulunmak amaçlanmıştır. Bu amaçla, farklı sodyum selenat içeren besiyerlerinde 

yetiştirilen A. chrysochlorus bitkilerinden ilk kez tüm SMT geni izole edilmiş, dizi 

analizi yapılmış, gen bankalarında taramalar yaparak homoloji araştırmaları yapılmış ve 

bakteriyal ekspresyon vektörüne klonlanarak bakteride anlatımı ve enzim aktivitesi 

gösterilmiştir.    

 

Selenyum biriktiricisi bitkilerin yüksek selenyum konsantrasyonları karşısında direnç 

göstermelerinin sebebi fazla miktarda selenyumlu bileşik depolayabilmeleridir. Büyük 

çoğunluğunun Astragalus cinsine ait olduğu bu bitkiler, yüksek selenyum 

konsantrasyonlarına tolerans gösterme, selenyumu metabolize ederek selenyumlu 

bileşikler olarak depolayabilme (çoğunlukla MeSeCys olarak) ve selenyumun çok az 

miktarlarını hücresel proteinlere katmalarıyla tanımlanırlar. Selenyum biriktiricisi olan 

bitkilerdeki selenyum toleransı proteinlere katılmayan selenyumlu bileşiklerin (örn. 

MeSeCys, γ-glutamil MeSeCys, ve Se-sistatyonin) üretilmesi ile daima paralellik 

gösterir (Pilon-Smits ve Quinn, 2010, Terry ve diğ., 2000; Whanger 2002).  Selenyum 

biriktirici bitkilerin yüksek konsantrasyonda selenyuma tolerans göstermelerinin başlıca 

sebebi SMT enzimidir. SMT enzimini kodlayan gen ilk olarak 1999 yılında Astragalus 

bisulcatus bitkisinden izole edilmiştir (Neuhierl ve diğ.  1999). Bu enzim S-

metilmetionin metabolizmasıyla ilişkili metiltransferazlar sınıfındadır. Aminoasit dizisi 

bakımından yüksek oranda homosistein metiltransferazlarla benzerlik gösteren SMT 

enzimi, selenosisteine metil grubu transferini katalizler. Reaksiyon sonucu 

metilselenosistein (MeSeCys) oluşur. Homosistein metiltransferazlar ve selenosistein 

metiltransferazlar metil grubu vericisi olarak S-metilmetionini kullanmalarının yanı sıra 

in vitro diğer metil verici grupları da kullanabildikleri kanıtlanmıştır. E. coli’de 

tanımlanmış ve metiltransferaz aktivitesi saptanan YagD proteini ile % 40 dizi 

benzerliği bulunan bitkisel SMT enziminin, kükürt ve selenyum substrat analoglarını 

birbirinden ayıramayan ortak bir atadan evrimleştiği düşünülmektedir (Sors ve diğ. 

2009). Ayrıca, APS (ATP sülfürilaz), SMT aktivitesini kısıtlayan temel basamağı 

katalizler. Bu nedenle gerek MeSeCys üretiminin artışı gerekse fitoremediyasyon 
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amacıyla kullanılabilecek SMT-APS ikili transformantların elde edilmesi önemlidir. 

İkili transgenik B. juncea bitkileri APS transgenikleri ve SMT transgeniklerinin 

çaprazlanması ile oluşturulmuşlardır. APSxSMT transgenikleri yabani tip kontrol 

bitkilerine göre 8 kat daha fazla MeSeCys biriktirmişlerdir (LeDuc ve diğ. 2006). Bu 

sonuca göre 2 enzimin birlikte kullanımı hem Se alınımı hem de indirgenmesi ve 

birikimi açısından daha faydalıdır.  

 

 

Tam boyutta gen transkriptlerinin izolasyonu protein kodlayan bölgelerin tanımlanması 

ve gen yapısının çalışılabilmesi için önem taşır. Günümüzde, bir parçası bilinen 

transkript dizisinden tam boy cDNA elde etmede kullanılan en etkin yöntem RACE 

(Rapid Amplification of cDNA Ends)  olarak adlandırılan yöntemdir (Frohman ve diğ. 

1988). Bu yöntemde Glycine max’da, vestiton redüktaz ve kalkon redüktaz enzimlerini, 

Fagopyrum esculentum’da tripsin inhibitör proteini ve Brassica napus’da 

tiohidroksimat S-glukoziltransferaz enzimini şifreleyen genler başarıyla klonlanarak 

karakterize edilmişlerdir (Marillia ve diğ. 2001, Li ve diğ. 2006, Liu 2009). Bu 

yöntemde polimeraz zincir reaksiyonu ile genin 5' ve 3' uçlarının çoğaltılması için 

cDNA’nın bilinen bölgesine tamamlayıcı primerler kullanılır. Ayrıca, RACE 

yöntemlerinin kullanılması transkriptlerin uç kısımlarında bulunan protein karşılığı 

olmayan dizilerin de (UTR: untranslated region) elde edilmesine olanak verir.  Bu 

yöntem genin, doğal olarak poliA kuyruğu içeren 3' ucunun çoğaltılmasında etkin 

olmasına rağmen, 5' ucunda teknik olarak uygulanması daha güçtür. 5' ucun 

çoğaltılmasında karşılaşılan en büyük engel messenger RNA havuzunda çok sayıda 5' 

uçları parçalanmış transkript bulunmasıdır. Ayrıca homopolimerik kuyruklama (poliA 

kuyruğu ekleme) veya tanımlanmış dizinin kuyruk olarak ligasyonu, cDNA sentezinin 

ilk zincirinin tamamlanmasından sonra bir dizi enzimatik reaksiyona gereksinim duyar. 

Her bir enzimatik aşama cDNA’nın bütünlüğünün bozulmasına yönelik risk 

oluşturmaktadır. Bu sebeplerden dolayı cDNA havuzunda bulunan bir genin 5' ucunun 

RACE yöntemi ile elde edilmesinde sıkıntılar yaşanmaktadır. Bu sıkıntıları gidermek 

amacıyla yeni stratejiler geliştirilmiştir. Bu stratejiler genellikle 5' uçlarına adenin 

yerine sitozin nükleotidleri bağlamak, çeşitli moleküllerle özel olarak işaretlemek, ters 

transkripsiyonu özel enzimlerle yapmak veya transkriptleri halkasal hale getirmek 

olarak sıralanabilir (Maruyama ve diğ. 1994, Volloch ve diğ. 1994, Volloch ve diğ. 
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1995, Mules ve diğ. 1998, Matz ve diğ. 1999, Schmidt ve Mueller 1999, Chen ve Patton 

2001, Martinez ve diğ. 2001, Shi ve diğ. 2002, Polidoros ve diğ. 2006). 

 

Bu tez çalışmasında 5' PZR ve 3' RACE PZR yöntemi ile A. chrysochlorus SMT 

geninin aminoasit karşılığı olan dizi ve 3' UTR dizisi elde edilmiş, 5' UTR bölgesi ise 

elde edilememiştir. Bunun nedeninin, RNA havuzunda 5' ucu parçalanmış  

transkriptlerin bulunması nedeniyle terminal transferaz enziminin 5' uca poliA 

kuyruğunu etkin bir şekilde ekleyememesi olduğu düşünülmektedir. Yeni geliştirilen 5' 

RACE PZR yöntemleri arasında bulunan RNA ligaz enzimi tarafından RNA’ların 

halkasal hale getirilmesi ile A. chrysochlorus SMT transkriptinin halkasal hale 

getirilmesinin başarılabileceği ve bu sayede 5' uca ait UTR dizisinin saptanabileceği 

düşünülmektedir.  

 

 A. chrysochlorus’tan başarı ile izole edilen SMT geni nükleik asit dizisi kullanılarak 

oluşturulan aminoasit dizisinin bugüne kadar izole edilmiş Astragalus SMT 

enzimleriyle yüksek oranda homoloji gösterdiği saptanmıştır. Bu homoloji verilerine 

dayanarak, 24. aminoasit bakiyesi, Se biriktirmeyen bitkilerde Alanin olarak, Se primer 

biriktiricilerinde ise Glisin olarak belirlenmiştir. Bu pozisyonda sekonder biriktirici 

olarak kabul edilen Camelia sinesis ve Brassica oleracea var. italica’da da Alanin 

bulunmaktadır. A. chrysochlorus’da aminoasit dizisinde 24. pozisyonda sekonder 

biriktiricilerde olduğu gibi Alanin varlığı belirlenmiştir (Bkz. Şekil 4.11). Yine 148. ve 

184. pozisyonlarda Se biriktirmeyen ve ikincil derecede Se biriktiren bitkilerde sırasıyla 

Tirozin ve Treonin bulunurken, Se primer biriktiricisi bitkilerde bu pozisyonda 

Fenilalanin ve Alanin bulunmaktadır. A. chrysochlorus’da aminoasit dizisinde 148. ve 

184. pozisyonda ikincil biriktiricilerde olduğu gibi sırasıyla Tirozin ve Treonin olduğu 

belirlenmiştir (Bkz. Şekil 4.11). Bu bulgular Arı ve arkadaşlarının (2010) ICP-MS 

bulguları ile ortaya koyduğu A. chrysochlorus’un sekonder biriktirici olduğu sonucunu 

doğrular niteliktedir. Ayrıca, A. chrysochlorus’da, metil transferi yapan enzimlerde 

bulunan yüksek derecede korunmuş motifler olduğu saptanmıştır. Bu motifler 242. 

aminoasitten başlayan G(I/V)NC motifi, 269. aminoasitten başlayan YPNSGE ve 310. 

aminoasitten başlayan GGCCR motifidir. Bu motiflerin Se primer ve sekonder 

biriktiricilerinde çinko bağlamadan sorumlu olduğu ve enzim aktivitesinin bu bölge ile 

ilişkili olduğu düşünülmektedir. Brassica oleracea var. italica’da ve Camelia 



 

 

98 

sinensis’te yapılan SMT geni moleküler klonlama çalışmalarında elde edilen protein 

veri bankası tarama sonuçlara paralel olarak, A. chrysochlorus SMT’sinin de çinko 

kofaktöre sahip olabileceği düşünülmektedir. Bu nedenle ilerideki çalışmalarla farklı 

çinko konsantrasyonlarında yetiştirilen bitkilerde bu enzimin aktivitesi araştırılarak 

aradaki ilişkinin ortaya konabileceği düşünülmektedir. A. chrysochlorus SMT’sinin 

herhangi bir sinyal peptid taşımadığı yine veri bankalarında yapılan taramalar ile ortaya 

konmuştur. Deneysel olarak A. chrysochlorus SMT’sinin hücre içinde lokalizasyonu 

saptanmamış olsa da bu sonuç bu enzimin sitosolik olabileceğini düşündürmektedir. 

Sekonder biriktirici olan Brassica oleracea var italica’da ve Camelia sinensis’te 

yapılan analizlerde de bu bitkilere ait SMT enzimlerinin herhangi bir sinyal peptid 

taşımadığı saptanmıştır. Ayrıca S-metilmetionin metabolizması ile ilişkili olarak 

selenosisteinin veya selenometioninin metillenmesinin sitosolde gerçekleştiği ortaya 

konmuştur (Bourgis ve diğ. 1999; Ranocha ve diğ. 2000; Lyi ve diğ. 2005).  

 
Bugüne kadar yapılan anlatım analizi çalışmalarında, bitkilerde MeSeCys’nin üretilmesi 

için anahtar enzim olan selenosistein metiltransferaz enzimini kodlayan genin 

anlatımının sürekli olup olmadığına dair farklı bulgular elde edilmiştir. Pickering ve diğ. 

(2003) 5 µM potasyum selenat varlığında, A. bisulcatus’un genç ve yaşlı sürgünleri ile  

köklerinde SMT geninin anlatımının kontrol bitkilerine göre değişmediğini 

bildirmişlerdir. Bu sonuçla A. bisulcatus’un SMT geninin sürekli anlatım yaptığı ve 

selenat varlığının genin anlatımını indüklemediğini saptamışlardır. Brassica oleracea 

var. italica bitkisinde yapılan çalışmada ise bitkilere farklı konsantrasyonlarda sodyum 

selenat (10, 20, 40, 50, 75, 100 µM) ve sodyum selenit (10, 20, 40, 50, 75, 100 µM) 

uygulanmıştır. 20-40 µM sodyum selenat uygulanmış bitkilerde B. oleracea var. italica 

SMT geni anlatımı en yüksek düzeye ulaşmıştır. Ancak 40 µM üzerindeki 

konsantrasyonlarda gen anlatımını azalmıştır. Sodyum selenatın aksine, sodyum selenit 

uygulanmış bitkilerde ise gen anlatımı düzeyinde anlamlı bir fark gözlenmemiştir. Elde 

edilen bu sonuçlar B. oleracea var. italica bitkisinde SMT geninin 40 µM’a kadar  

sodyum selenat varlığında anlatımının indüklendiğini, sodyum selenit varlığında ise 

indüklenmediğini ortaya koymuştur. Bu tez çalışmasında farklı sodyum selenat 

konsantrasyonlarında [1 ppm (5.29 µM), 5 ppm (26.45 µM)ve 25 ppm (132.25 µM)], 30 

gün süreyle yetiştirilmiş A. chrysochlorus bitkilerinde SMT geninin anlatımı analiz 

edildi. Sodyum selenat varlığında yetiştirilen bitkilerde gen anlatım düzeyinde kontrole 
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göre anlamlı bir fark olmadığı saptandı (Bkz Şekil 4.13, p>0.05). Elde edilen bulgular 

Pickering ve diğ.’nin (2003) bulguları ile paralellik göstermekte, A. chrysochlorus’da 

SMT geninin sürekli anlatım yaptığına işaret etmektedir. B. oleracea var. italica 

bitkisinin aksine A. bisulcatus selenyumca zengin topraklarda yetişmektedir, bu nedenle 

SMT geni anlatımının sürekli olması şaşırtıcı değildir. A. chrysochlorus SMT geninin 

de sürekli anlatım yapması, bu bitkinin doğal ortamda selenyumca zengin topraklarda 

yetiştiğini düşündürmektedir. Ancak ülkemiz topraklarının selenyum içeriği hakkında 

bazı çalışmalar yürütülmekteyse de yayınlanmış veriler henüz bulunmamaktadır. 

 
Dizi düzeyinde tanımlanan genlerin işlevlerinin araştırılabilmesi için öncelikle 

şifreledikleri proteinlerin yüksek miktarda üretimi gerekmektedir. Bu nedenle yüksek 

düzeyde anlatım yapan konakların kullanımı tercih edilmektedir (Griffiths ve diğ.1999). 

Bu amaçla birçok araştırmada E. coli’nin BL21 (DE3) suşu kullanılmaktadır. Bu bakteri 

genomunda LacUV5 promotorunun arkasında T7 bakteriyofajına ait T7 RNA polimeraz 

genini taşır. LacUV5 promotoru IPTG ile uyarılarak bu polimerazın sentezlenmesini 

sağlar. Bakteriye aktarılmış ekspresyon vektörü üzerindeki T7 promotoru anlatım 

çalışmalarında kullanılan çok güçlü bir promotordur. pET100D/TOPO ekspresyon 

vektörü bu özellikleri taşıdığından SMT geni bu vektör içinde E. coli’nin BL21 StarTM 

(DE3) suşunda başarıyla klonlanmıştır. AcSMT bakımından rekombinant E. coli BL21 

StarTM (DE3) hücrelerinde protein anlatımı ve aktivite ölçümleri yapılmıştır. 

Rekombinant hücrelerde AcSMT enzim proteininin varlığı Western Blotlama ile 

saptanmış (Bkz. Şekil 4.23), aktivitesi ise TLC yöntemi ile belirlenmiştir (Bkz. Şekil 

4.24). Gerek immünolojik olarak enzim proteininin varlığı gerekse aktivitesinin 

gösterilmesi, bu enzimin substrat özgünlüğünün araştırılabilmesi için E.coli’de 

üretiminin uygun bir sistem olacağını düşündürmektedir.  

 

Proteinler birincil yapı söz konusu olduğunda birbirlerinden amino asitlerin diziliş sırası 

bakımından ayrılmaktadırlar. Aynı zamanda birincil yapıları aynı olsa dahi proteinler 

ikincil ve üçüncül yapıları bakımından farklılık gösterebilmektedirler. Bu farklılığı 

sağlayan ikincil ve üçüncül yapıdaki katlanmalardır. Bugüne kadar izole edilen SMT 

genlerinin, aminoasit dizileri olarak homosistein metiltransferazlara yüksek derecede 

benzediği saptanmıştır. A. bisulcatus SMT enzimi ile yapılan çalışmalarda bu enzimin 

selenosisteine olan afinitesinin homosisteinden daha yüksek olduğu bulunmuştur. Sors 
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ve diğ. (2009), SMT enziminin selenosistein ve homosistein substratları arasında tercih 

yapabilmesini sağlayan aktif bölgesini ortaya koymak amacıyla A. bisulcatus SMT 

enziminin olası üç boyutlu yapısını ortaya koymuşlardır. Olası model yapısını 

oluşturmak üzere bilgisayar programı en uygun kalıp olarak Thermatoga maritima 

bakterisine ait kobalamin bağımlı metionin sentaz (Tm-metH) proteinini almıştır (Evans 

ve diğ. 2004). Bu enzim metil tetrahidrofolatı metil vericisi olarak kullanır ve 

homosisteinden metionin oluşumunu katalizler. Kobalamini ise ara basamakta metil 

taşıyıcısı olarak kullanır. Tm-metH üzerinde yapılan kristalografik çalışmalar 8’er birim 

α ve β katlanması ve yanı sıra katalitik çinko bağlanma bölgesi içerdiğini ortaya 

koymuştur (Evans ve diğ. 2004). Bu enzimin katalitik bölgesini 207., 272. ve 273. 

pozisyonlardaki sistein aminoasit bakiyelerinin oluşturduğu belirlenmiştir. Bu katalitik 

bölge üzerinde gerçekleşen reaksiyonda homosisteinin sülfür grubu ile 147. aminoasit 

treonin etkileşime geçer. Treonin metil transferini gerçekleştirmek için gerekli olan 

hidrojen bağını vermekle görevlidir. Aminoasit dizi karşılaştırmaları sonucunda bu 

katalitik bölgeyi oluşturan sistein bakiyelerinin 245., 312. ve 313. pozisyonlarda A. 

bisulcatus SMT’sinde  aynı şekilde korunduğu saptanmıştır. Buna ek olarak Tm-metH 

proteininde 147. pozisyondaki treonin bakiyesine karşılık bu güne kadar A. bisulcatus 

da dahil olmak üzere Astragalus bitkilerinden izole edilen SMT proteinlerinin tümünde 

184. pozisyonda alanin bulunmaktadır. Ancak sekonder selenyum biriktiricisi bitkilerde 

yapılan tarama çalışmalarında 184. pozisyonda treonin bakiyesinin korunduğu 

saptanmıştır. Bu tez çalışmasından elde edilen nükleik asit dizisi kullanılarak 

oluşturulan aminoasit dizisi ile yapılan protein veri bankası tarama sonuçları sonucunda 

A. chrysochlorus’un, A.bisulcatus’daki gibi 245., 312. ve 313. pozisyonlarda sistein, 

184. pozisyonda ise ikincil biriktiricilerdeki gibi treonin içerdiği saptanmıştır. Sors ve 

diğ. (2009) tarafından A. bisulcatus SMT proteinini şifreleyen gen üzerinde yapılan 

yönlendirilmiş mutasyon ile 184. pozisyondaki alanin bakiyesi treonine çevrilmiştir. Bu 

değişim sonucunda mutant enzimin selenosistein afinitesinin artmasının yanı sıra 

homosisteini de metilleyebildiği ortaya konmuştur. Treonin bakiyesi yan zincirinde, β 

karbonda, daha etkin bir biçimde hidrojen bağı oluşturabilen hidroksil grubu 

taşımaktadır. Diğer taraftan alaninin α karbon atomunda treonine göre daha kuvvetli 

hidrojen bağı yapmasına olanak vermeyen metil grubu vardır. Selenosistein ve S-

metilmetionin arasında treoninin hidrojen bağı oluşturma eğiliminin daha yüksek 

olduğu düşünülmektedir. Sekonder selenyum biriktiricisi bitkilerden izole edilen SMT 
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enzimlerinde (BoSMT, CsSMT ve AcSMT) 184. pozisyonda treonin bakiyesinin 

olması, bu enzimin bitkilerde hem selenosistein hem de homosisteini metilleyerek çifte 

görev yapabileceği olasılığını düşündürmektedir. Aynı zamanda E. coli’den izole 

edilmiş YagD proteini de aynı pozisyonda treonin taşımaktadır ve selenosistein ve 

homosisteini metilleyebildiği belirlenmiştir (Neuhierl ve diğ. 1999).  

    

Bu tez çalışmasında SDS-PAGE analizlerinde gözlenen SMT proteininin yoğun olarak 

suda çözünemeyen fraksiyonda belirlenmiş olması, E. coli BL21 StarTM (DE3) 

hücrelerinde yüksek miktarda anlatımı yapılan A. chrysochlorus SMT geni ürünü olan 

AcSMT enziminin IB (Inclusion Bodies)’ler oluşturarak çöktüğünü düşündürmektedir.  

Günümüzde yapılan çalışmalarda belirli bir gene ait proteinin suda çözünebilir olup 

olmaması yüksek miktarda anlatımı gerçekleştirilmeden tahmin edilemez (Ventura ve 

Villaverde, 2006). Rekombinant protein üretimi biyoteknoloji, yapısal genomik ve 

proteomik gibi alanlarda kullanılan çok önemli bir tekniktir. Bakteriler halen en uygun 

üretim sistemi olmasına rağmen prokaryotik konaklarda üretilen pek çok rekombinant 

protein agregat oluşturur. Bu nedenle IB olarak bilinen, suda çözünemeyen, kırılgan 

yapılar olarak hücre içinde birikirler. IB’ler genellikle heterolog genlerin yüksek 

miktarda anlatımının yapıldığı çalışmalarda konak içinde oluşurlar. Bazı rekombinant 

proteinler hem suda çözünebilen hem de çözünemeyen fraksiyonlarda gözlense bile 

birçok protein sadece IB’ler şeklinde çöker.  

 

Bu tez çalışmasında elde edilen bulgular, daha önce ikincil selenyum biriktiricisi olduğu 

belirlenmiş (Arı ve diğ. 2010) ve bir Türkiye endemiği olan Astragalus 

chrysochlorus’un selenyum birikimden sorumlu olan selenosistein metiltransferaz 

(SMT) enzim genine (AcSMT) sahip olduğunu doğrulamıştır. AcSMT geninin, primer 

selenyum biriktirici A. bisulcatus AbSMT geni ile % 97 oranında benzerlik 

gösterdiğinin belirlenmesi ve klonlanıp gen ürünü enzimin aktivitesinin de gösterilmesi, 

selenyum biriktirici bitkilerde SMT enzim aktivitesiyle biriken ve antikanser özellikteki 

metilselenosisteinin de Astragalus chrysochlorus’da biriktiğini düşündürmektedir. 

Genom haritalaması yapılmamış bir bitki olan A. chrysochlorus’dan SMT geninin 

izolasyonu hem bitkilerde selenyum metabolizması araştırmaları için temel bilime hem 

de Astragalus cinsi bitkilerde genomik çalışmalara katkılar sağlayabilecektir. İleride 

yapılması planlanan çalışmalarla AcSMT enzim aktivitesinin farklı çinko 
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konsantrasyonları ile indüklenebilirliği ve selenyum metabolizmasında 

metilselenosistein üretiminde ilk kademe enzimlerinden ATP sülfürilaz (APS) geninin 

izolasyonu, A. chrysochlorus bitkisinin biyoteknolojik yolla antikanser madde üretimi 

için kullanılabilme potansiyelini yaratabilecektir.    
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