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SIMGE VE KISALTMA LiSTESI

Kisaltmalar Aciklama

ADK : Adenozin kinaz

ADK1 - Adenilat kinaz enzimi

ADP : Adenozin difosfat

ADSL : Adenilat siiksinat liyaz
ADSS : Adenilat stiksinat sentaz
AIR : 5-aminoimidazol niikleotiti
AMP : Adenozin monofosfat
APRT : Adenin fosforiboziltransferaz
ATKaz : Aspartat karbamoilazi

ATP : Adenozin trifosfat

CaCl: : Kalsiyum Kloriir

CAD : Dihidroorotaz

CDC8 : Timidilat kinaz enzimi
cDNA : Tamamlayict DNA

CTP : Sitidin trifosfat

dADP : Deoksiadenozin difosfat
dAMP : Deoksiadenozin monofosfat
dATP : Deoksiadenozin trifosfat
DCC : Disiklohekzokarbodiimid
DHODH : Dihidroorotat dehidrogenaz (kinon)
DNA : Deoksiribontikleik asit
DNazl - Deoksiriboniikleaz I

dNDP . Deoksiriboniikleosit difosfat
dNMP . Deoksiriboniikleosit monofosfat
DNPB : De novo purin biyosentezi
dNTP : Deoksiriboniikleosit trifosfat
dTDP : Deoskitimidin difosfat
dTMP : Deoksitimidin monofosfat
dTTP : Deoksitimidin trifosfat
EDTA : Etilendiamintetraasetik asit

X



EMP
ER
FISH
GMP
GMP
HER2
HGPRT
HK 11
IMP
IMPDH
K+
K2HPO4
KCI
KFS 11
KH2P04
LB
MEP
Mg*?
MgCl2
MgCl26.H20
MMR
NaAc
NaCl
NAD
NADH
NaH2PO4
NF-«xB
NH*+4
NH4CI
NTP
OMP
OXPHOS
PEP
PFK-1

: Embden-Meyerhoff-Parnas

: Ostrojen reseptorii

: Floresan in situ hibridizasyon

: Guanilat sentaz

: Guanozin 5'-monofosfata

: Insan epidermal biiyiime faktorii reseptorii 2
: Hipoksantin guanin fosforiboziltransferaz
: Heksokinaz

: Inosin monofosfat

: Hipoksantin niikleotit dehidrogenaz
: Potasyum

: Dipotasyum hidrojen fosfat ()

: Potasyum Klortir

: 1-Karbamoil-Fosfat Sentetaz

: Mono potasyum fosfat)

. Luria—Bertani Broth

: 2-C-metil-D-eritritol 4-fosfat yolu

: Magnezyum

: Magnezyum Kloriir

: Magnezyum klortir heksahidrat

: DNA uyumsuzluk onarimi

: Sodyum Asetat

: Sodyum Kloriir

: Nikotinamid Adenin Diniikleotit

: Nikotinamid adenin diniikleotit hidrit
: Monosodyum Fosfat

- Niikleer faktor-xB

- Amonyum

: Amonyum Kloriir

: Niikleosit trifosfat

: Orotidin monofosfat

: Oksidatif fosforilasyonu

: Fosfoenolpiriivat

: Fosfofruktokinaz-1

Xi



PK : Pirtivat Kinaz

PPP : Pentoz fosfat yolu

PR : Progesteron reseptorii
PRPP : Fosforibozil pirofosfat
PZR : Polimeraz zincir reksiyonu
rDNA : Rekombinant DNA

RNA : Riboniikleik asit

TAE : Tris-Asetat-EDTA

TCA : Trikarboksilik asit

UMP : Uridin monofosfat
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REKOMBINANT ESCHERICHIA COLI HUCRELERI ARACILIGIYLA
NUKLEOSIT TRIFOSFATIN ENZIMATIK SENTEZi
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Deoksiriboniikleotit trifosfatlar (ANTP) bir deoksirboz sekeri, organik baz ve fosfat grubundan
olusmaktadir. Dogal ve modifiye edilmis dNTP’ler; Deoksironiikleik asit (DNA) sentezi
onciisti, Polimeraz zincir reksiyonu (PZR), Floresan in situ hibridizasyon (FISH), aptamer
iiretimi ve dizileme gibi molekiiler biyoloji ve farmasotik aragtirmalar i¢in yapi tasidirlar.
Modifiye edilmis dNTPler ise kimyasal ya da enzimatik olarak sentezlenmektedir. Kimysala
sentez sirasinda kullanilan fosforlama ajanlarin ¢ogu toksiktir, iiretim maliyeti yiiksek ve ¢cevre
kirliligine sebep olmaktadir. Bunun iistesinden gelmek icin toksik olmayan enzimatik sentez
stirecinde rekombinant hiicreler ile gen anlatimi ve klonlamasi gibi yontemler kullanilmaktadir.
Bu calismada enizmatik sentez siiregleri ve glikoliz ile adenozin trifosfat (ATP) rejenerasyonu
yontemlerini kullanarak cevre ile uyumlu, oldukg¢a diisiik maliyetle, uzun prosediirlere ve
saatlere ihtiya¢ duymayan deoksiAdenozin trifosfat (dATP) ve deoksitimidin trifosfat (dTTP)
eldesi amaglanmistir. Rekombinant DNA teknolojisi ile dTTP, glikoliz yolagi ile dATP eldesi
gerceklesmistir.
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Anahtar kelimeler: dATP, dTTP, enzimatik sentez, glikoliz, E.coli, S.cerevisiae, cancer
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Deoxyribonucleoside triphosphates (ANTPs) consist of a deoxyribose sugar, an organic base,
and a phosphate group. Natural and modified dNTPs; Deoxyribonucleic acid (DNA) synthesis
precursor, Polymerase chain reaction (PCR), FISH, aptamer production and sequencing are the
building blocks for molecular biology and pharmaceutical research. Modified dNTPs are
synthesized chemically or enzymatically. Most phosphorylating agents used during chemical
synthesis are toxic, have high production costs, and cause environmental pollution. To
overcome this, methods such as gene expression and cloning with recombinant cells are used
in the non-toxic enzymatic synthesis process. In this study, it was aimed to obtain
deoxyadenosine triphosphate (dATP) and deoxythymidine triphosphate (dTTP) by using
enzymatic synthesis processes and glycolysis and Adenosine triphosphate (ATP) regeneration
methods, which are environmentally compatible, have a very low cost, and do not require long
procedures and hours. dTTP was obtained by recombinant DNA technology and dATP was
obtained by glycolysis pathway.
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1. GIRIS

Niikleik asitler; biiyiime, gelisme ve kendini yenilemesi i¢in gerekli olan tiim genetik bilgiye
sahip olmalarindan dolay1r olduk¢a onemli biyolojik molekiillerdir. Niikleik asitlerin yap1
birimleri olan niikleotitler bircok biyokimyasal olayda gorev almaktadir. Nikleosit
trifosfatlarin (NTP) igeginde bulunan adenin, guanin, sitozin ve timin veya urasil niikleobazlari
DNA ve RNA sentezi, replikasyonu ve translasyonu sirasinda 6nemli bir rol oynar (Espinasse
ve dig, 2020). ANTP konsantrasyonlart DNA replikasyonu uygunlugu ve mutasyon oranlarinin
kontroliinii saglamaktadir. Niikleotit havuzlarinin belli konsantrasyonlarda tutulmasinin; hiicre
dongiisii kontrolii, protoonkogen islevi, mitokondriyal islev, viriis enfeksiyonuna karsi
savunma, DNA uyumsuzluk onarimi (MMR), telomer uzunlugu belirleme ve mikrosatelit
tekrarlama instabilitesi gibi birgok hiicre siirecleriyle baglantili oldugu gosterilmistir (Mathews,
2014). Ek olarak niikleotitleri olusturan niikleozit trifosfatlar pek ¢ok enerji saglayan metabolik
yolaklarin Triinleridirler ve bu molekiiller ile enerji gerektiren biyolojik siiregler
gerceklesmektedir. Metabolik yollaklarin bir kism1 ATP, adenozin difosfat (ADP) ve adenozin
monofosfat (AMP) gibi niikleotitler ile diizenlenmektedir (Chargaff, 2012; Hassinen, 2014).
dTTP, DNA olusturmak i¢in kullanilan ham maddelerden biri olarak bilinir. Ayrica, DNA'nin
sentetik sentezi, PZR'ler ve diger PZR tabanli uygulamalar igin temel 6nciil olarak modern
molekiiler biyolojik arastirmalarda da gereklidir. Ek olarak bazi sakkaritlerin biyosentezinde
dTTP ara madde olarak gorev almaktadir. PZR uygulamalarina olan talebin artmasi ve DNA
biyosentezi ve seker kimyasi aragtirmalarin ortaya ¢ikmasi nedeniyle, dTTP'ye olan ihtiyag
giderek artmaya devam etmektedir (Jiao ve dig., 2015). dNTP’ler; FISH, tamamlayict DNA
(cDNA) sentezi, aptamer iiretimi ve DNA dizileme gibi genetik miihendisligi, molekiiler
biyoloji, yasam bilimleri, genetik tip vb. alanlarinda kullanilmaktadir. Bu nedenle en ¢ok ihtiyag

duyulan iiriinler arasindadir (Espinasse ve dig, 2020).

dNTP’lerin endiistriyel eldesinde yaygin olarak kullanilarak kimyasal siireglerde organik
coziiciler geri kazanmilmali, iiretim maliyetini ve c¢evre kirliligini azaltmak icin geri
doniistiiriilmelidir. Kimyasal yontemde ayristirma ve saflastirma siireci pahalidir ve ¢evre
kirliligine sebep olmaktadir. Bu dezavantajlar1 doniistiirmek adina enzimatik dANTP eldesi
amaglanarak caligmalar yapilmistir. Bao ve Dewey (2006), timidilat kinaz geni CDC8 ve

adenilat kinaz geni ADK1 ile ifade olan iki tiir rekombinant sus hazirlamis ve bu enzimlerin



deoksiriboniikleosit monofosfat (dNMP) ile reaksiyona girmelerini saglayarak
deoksiriboniikleosit difosfat (INDP) ve dNTP eldesini saglamistir. Deoksitimidin monofosfat
(dTMP) ilk olarak timidilat kinaz ile deoksitimidin difosfat (dTDP) ve dTTP’a
dontistiriilirken; deoksiadenozin monofosfat (AAMP) ise adenilat kinaz geni yardimiyla
dATP’ya doniistiiriilmiistiir. Tiim canli organizmalarda karbon metabolizmasini saglayan en
temel yolak Embden-Meyerhoff-Parnas (EMP) yolagidir. EMP, bir glikoz molekiilii basina iki
piriivat, iki net ATP ve iki nikotinamid adenin diniikleotit hidrit (NADH) molekiilii iireten 10
enzimatik adimdan olusan biyolojik siirectir. ATP rejenerasyon hizinin artirilmasiyla dATP
sentez sisteminin hizina ulastiginda dATP'nin etkin biyosentezi gergeklestirilebilmektedir (Lin
ve dig., 2018). Jian ve arkadaslar1 (2023), ATP rejenerasyon sistemini S.cerevisiae’de glikoliz
yolagimi tetikleyerek yaptiklart ¢alismada dATP eldesini hedeflemistirler. Saccharomyces
cerevisiae'de dATP'nin biyokatalitik eldesi i¢in hiicre i¢erisindeki siiregleri kullanarak, verimli
dATP sentezi gerceklestirebilen ATP rejenerasyon sistemi kurulmuslardir. Bu ¢alismada,
Rekombinant E.coli hiicrelerinde enzimatik sentez siirecine ait yontemler olusturularak dTTP
eldesi ile ATP rejenerasyon siirecini kullanan glikoliz yolagini tetikleyerek Enterobacteriaceae
familyasinin bir tiyesi olan gram negatif bakteri E.coli, tomurcuklanan bir maya tiirii olan
S.cerevisiae, metastatik meme adenokarsinomu orijinli triple negatif meme kanseri hiicre hatti
MDA-MB-231 ve 0strojen pozitif meme kanseri MCF-7 hiicre hattinda dATP eldesi

amaclanmustir.



2. GENEL KISIMLAR

2.1. REKOMBINANT DNA TEKNOLOJISI

Gida, saglik, temiz ve giivenli bir ortam temel insan gereksinimleridir. Sanayi ve teknoloji
alanlarinda meydana gelen gelismeler gida tiretiminde artis ve saglik sisteminde ilerlemeler gibi
avantajlar saglarken, hala daha tiim diinyaya yetebilecek kapasiteye sahip olmamasi ve gok
fazla ¢evre kirliligine neden olmasi gibi dezavantajlara sahiptirler. Eski ve geleneksel
yontemler yerine artik daha az zaman alan ve daha giivenilir {iriinlerin ortaya ¢ikarilmasini
saglayan molekiiler klonlama ve transformasyon gibi, genetik miihendisligi araglart ve

yaklasimlar1 kullanmaya baslanmistir (Kumar ve Kumar, 2015).

Hastaliklarin tedavilerinde en ©nemli rolii alan ilaglarin ¢ogu biyoteknoloji alaninda
olusturulmus rekombinant tirtinlerdir. Rekombinant DNA teknolojisiyle sentezlenen farmasotik
triinler sayesinde insan yasami tamamen degismistir (Firdos ve Wang, 2022). Ayrica
biyoyakitlar ve biyoetanoliin doniistiiriilmesi, petrol sizintilarini, karbon ve diger toksik atiklari
cevreye zarar vermeyecek sekilde geri dontistiiriilmesi ig¢in de genetik miihendisligi
uygulamalari kullanilmaktadir (Ullah ve dig., 2015). Dolayisiyla tiim bu zorluklarin istesinden

gelmek i¢in ¢ok biiylik bir potansiyele sahiptir.

1975 yilinda yapilan Asilomar Konferansinda rDNA teknolojisinin gelistirilmesi, kullanim
alanlar1 ve giivenirlirligi hakkinda tartigmalar yapilmistir. Bu konferansta konusulanlarin aksine
tarim ve ilag gelistirmek igin kullanilan rekombinant DNA yontemleri tahmin edilemeyen
deneysel zorluklar dolayisiyla daha uzun siirede ilerlemistir. Siire¢ yavas ilerlese de ilaglar,
hormonlar, asilar, terapotik ajanlar ve teshis araglar1 gibi bir ¢ok iirtin saglik alaninda

kullanilmak tizere siirekli olarak gelistirilmektedir (Bazan-Peregrino ve dig., 2013).

Hiicrenin icerisine disaridan yabanci bir DNA’nin girmesi ve hiicre igerisinde ifade olmasinin
saglanmasina araci olan rekombinant DNA teknolojisinin ortaya ¢ikisi biyolojideki gelismeyi
kokten degistirmistir. Tibbi genetik ve biyomedikal alanlarinda mikroorganizmalari, hayvanlari
ve bitkileri kullanarak yararli maddeler elde edilmesini saglamig ve genis bir yelpazede

terapotik iirlin tiretmek icin firsatlar sunmustur (Steinberg ve Raso, 1998).
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Sekil 2.1: Rekombinant DNA Teknolojisinin basamaklari. Rekombinant DNA Teknolojisi, istenilen
gen bolgesini igeren DNA fragmenti ile bakteri hiicresinden elde edilmis plazmitin restiriksiyon
enzimeleri ile kesilmesi daha sonra kesilmis gen bolgesi ve plazmitin bir araya getirmesi ve son
olarak konak hiicre igerisine aktarilmasi ile gergeklesir. Konak hiicre i¢erisinde plazmitin igerisine
aktarilan gen bolgesinin ifade olmasi hedeflenir (Gill ve dig., 2023).

Frederick Griffith’in 1928 yilinda zatiireye sebep olan bakteriler {izerinde yaptig1 ¢aligmalar
sirasinda 1s1 ile Oldiirlilmiis patojenik bir bakterinin, patojeniteye sahip olmayan hiicreleri
doniistiirebildigini ve dolayisiyla transformasyonu kesfetmistir (Das ve Hirak, 2015). Bu
calismalar1 Isvicreli biyolog Werner Arber ve meslektaslarinin DNA'y1 belirli dizilerden kesen
restriksiyon endontikleazlar1 ve Arber ve Stuart’in (1969) DNA ligazlarim1 kesfetmistir.
Stanford  Universitesinde ~ Stanley ~Cohen, plazmitlerin bagimsiz  bir  sekilde

kopyalayanabildiklerini ~ ve  konjugasyon yolu ile DNA  par¢ga  degisimini



gerceklestirebildiklerini bulmustur (Cohen ve dig., 1972). Ulusal Saglik Enstitiisii’nden Martin
Gellert 1967 yilinin baglarinda, Escherichia coli 6ziitiinden elde edilen dogrusal olan A (lamda)
faj DNA’smin magnezyum (Mg*?) iyonlar1 yardimiyla dairesel forma déniistiiriilebilecegini
gostermistir (Gellert, 1967). Tiim bu ¢alismalar Rekombinant DNA teknolojisinin temelini
olusturmustur. Iki farkli tiirden elde edilen DNA’larin bir araya getirilmesi ile hibrit DNA
molekiiliiniin  olusturulmasin1 saglayan teknolojiye Rekombinant DNA Teknolojisi

denilmektedir ve sonraki yillarda bu ¢alismalar daha da gelistirilmistir. (Glick ve Cheryl, 2017).

[k yapilan ¢alismalarda Rekombinant DNA teknolojisi ile klonlanmis insiilin genlerinin bir
maymun viriisii par¢asinin igine yerlestirilmesi yoluyla genetik ifadesi saglanmistir (Lomedico,
1982). Kanser ¢alismalarinda da rekombinant DNA teknolojisi kullanilmigtir. Timér olusumu,
metastaza yol acan antianjiyojenik faktorlerden insan salgi formunu kodlayan gen adenoviral
vektor kullanilarak baskilanmigtir. Hedeflenen geninin baskilanmasi diger konaklarda
antitimor tlirevleri tiretmek i¢in tesvik edici olmustur (Li ve dig., 2013). Ek olarak rekombinant
DNA teknolojileri kullanilarak daha uzun siire etkili olan terapétik proteinler gelistirilmistir.
Ormnegin, FSH B-alt birim kodlama dizilerini ve hCG B-alt birim kodlama dizilerinin C-terminal
peptidini igeren yeni bir kimerik gen gelistirilmistir (Fauser ve dig., 2009). Arastirmacilar
ayrica gen terapisi ve genetik modifikasyon yontemlerine uygun ve daha etkili kompleks
vektorleri gelitirmistlerdir. Su anda, viral vektorler klinik ortamlarda biiytik ilgi gormektedir ve
bunlardan bazilari ticarilestirilmistir. Virlislerden elde edilmis olan vektorler klinik arastirmalar
icin daha giivenli hale getirilicek sekilde gelistirilmektedir. Kanser de dahil olmak iizere ciddi
hastaliklarin in vivo veya gen terapisi (ex vivo), asilama ve protein transdiiksiyonu yaklagimlari
ile tedavisi de dahil olmak iizere gesitli uygulamalar1 vardir (Merten ve Gaillet, 2016) . Klinik
alanlarda kullanilan viral vektorlerin tiretiminin gelistirilmesi ve iyilestirmesi ileri teknoloji
kullanim1 sayesinde daha kolaylagsmaktadir (Merten ve dig., 2014). Ciddi yan etkiler
olusturmasi nedeniyle, retroviral vektorler yerinde 6zellikle kaslar olmak tizere belirli dokulara
dogrudan enjekte edildiginde DNA vektorleri kullanir ve en az yan etkiyle 6nemli diizeyde gen
ifadesi iiretmesi saglanir (Ginn ve dig., 2012). Son yillarda yapilan aragtirmalar sonucu
Rekombinant DNA elektroporasyon yontemleri sayesinde basariyla aktarilmaktadir. Bu yeni
klonlama sistemi, baslangicta ortalama 130-150 kb c¢ift ek parcast boyutunda 15.000 klon
kiitiiphanesi olusturmak icin kullanilir (Rivero-Miiller ve dig., 2007). Ornegin, pWSK29,
pWKS30, pWSK129 ve pWKS130 gibi diisiik kopya sayisina sahip vektorlerin insas1 PZR ve

rekombinant DNA teknolojisi kullanilarak ger¢eklestirilmistir. Bu vektorler ayrica ekzoniikleaz



ile tek yonlii delesyonlar, tamamlayici analiz, DNA dizilemesi ve akis transkripsiyonu

olusturmak i¢in de kullanilabilmektedir (Metzger IV ve dig., 2009).

Rekombinant DNA teknolojisi, canli organizmalarda veya bunlarin iirlinlerinde, gelismis ve
istenen Ozellikleri elde etmek i¢in bir organizmanin genetik materyalini degistirmeyi icerir. Bu
teknoloji, istenilen DNA dizisinin bir vektor i¢erisine eklenmesini ile ger¢eklesmektedir (Berk,
2008). Organizma genomunda genlerin ve plazmitlerin bir araya getirilmesi sonucu gen
ifadesinde diizenleme saglanabilmektedir (Bazan-Peregrino ve dig., 2013). Restriksiyon
endoniikleazlar1 araciligiyla olan enzimatik kesim sonucunda DNA bolgeleri belirli hedef
dizilerden kesilir ve daha sonra birlestirilmek istenilen vektor icerisine DNA ligaz enzimi
kullanilarak aktarilir. Daha sonra vektor, eklenilen DNA pargasinin birden fazla kopyasini
tiretmek icin biiyiitiilen bir konak organizmaya aktarilir ve son olarak ilgili bir DNA parcasini

iceren klonlar segilir ve alt kiiltiirlenir (Venter, 2007).

2.2. NUKLEOTIT YAPILARI

Bir deoksirboz sekeri, organik baz ve bir fosfat grubu olusan niikleotit, organizmadaki en
onemli molekiillerden biridir. Bir niikleotit ii¢ fosfat grubu igermektedir fakat DNA sentezi
sirasinda iki fosfat grubu ayrilir dolayistyla olusan DNA ipligi niikleotit basina bir fosfat grubu
icerir. DNA’da organik bazlar piirin ve pirimidin bazlari olarak iki tanedir. Purinler ve
pirimidinler, azot igeren heterosiklik aromatik bilesiklerden olusmaktadir. Pirimidinler, iki azot
atomu igeren heterosiklik halkasi iken purinler 4 ve 5 numarali karbonlarinda heterosiklik
halkalarin birlestigi bilesikleridir ve dort azot atomu igerir. Purin, bir imidazol (CHs)N
halkasia kaynasmis bir pirimidin halkas1 olarak pirimidin tiirevi olarakta adlandirilmaktadir
(Mikhailopulo ve Miroshnikov, 2010). DNA ve RNA’da ortak olarak adenin ve guanin
pirinlerdir. Sitozin ve timin DNA'da bulunan pirimidinler iken sitozin ve urasil RNA'da

bulunan pirimidinlerdir.
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pirimidinler sitozin ve urasildir. (Balasubramaniyam ve dig., 2021’den alinmistir)

DNA’da 2-deoksi-D-ribofuranoz'a (2'-Deoksiriboz) veya RNA'da D-ribofuranoz (D-riboz;)
pentozlaranin C1’ karbonu ile purin i¢indeki N9 atomu ve pirimidin i¢indeki N1 atomu arasinda
N-glikozidik bag1 olusturmast sonucu niikleozit yapis1t meydana gelmektedir. Niikleozitlerin

esterifikasyonu ile molekiiliin 5 ucundan fosforile edilmesi sonucu niikleotitler olusmaktadir.

Fosfatlar mono-, di- veya tri seklinde ayrilmaktadir (Gupta ve Gupta, 2021).
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Sekil 2.3: Organik bazlarin deoksiriboz sekeri ile N-glikozidik bag olusturmasi ile niikleozit yapisi
olusur ve niikleozitlerinde fosforile olmasi ile niikleotit yapisi olugsmaktadir (Giuliani ve dig.,
2019)

2.3. NUKLEOTIT ANABOLIZMASI

Hiicrelerde ANTP iiretimi i¢in de novo ve kurtarma yolu (salvage) olarak iki farkli biyosentetik
yolak bulunmaktadir. De novo Yyolunda amino asitler ve glikozdan niikleotitler
sentezlenmektedir. Kurtarma yolaginda ise niikleotit olusumu i¢cin DNA veya RNA yikilmasi

ile olusan niikleozitler veya bazlar kullanmaktadir (Walter ve Herr, 2022).
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Sekil 2.4: Piirin ve Pirimidin sentezinin de nova ve salvage yolaklarinin gosterimi.

2.3.1. De novo ve salavage purin biyosentezi

De novo purin biyosentezi (DNPB), fazlaca konservatif ve enerji yogunlugu ile karakterize

edilir. Cok sayida amino asit substrati, glutamin, ATP ve tiirevleri, gibi tek karbonlu tiniteler
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araciligiyla 10 adimli enzimatik bir siire¢ ile gergeklesmektedir. Bu siire¢ farkli ortamlarda ve
hiicre ¢ogalmasi sirasinda purinin homeostazin1 korumakta, hayatta kalma ve metabolizma
ihtiyaclarini karsilamaktadir. De novo purin biyosentezi tim yiiksek organizmalarda, alti farkli
enzim kullanilarak fosforibozil pirofosfattan (PRPP) inosin monofosfata (IMP) doéniisiimiin
katalize edilmesi ile gergeklesmektedir. Birinci olarak pirofosfat glutaminin amino grubunun
eklenmesi ile imidazol halkasi olusturulur. Daha sonra, glisin, metilchuanil ve amino gruplari
sirayla baglanarak 5-aminoimidazol niikleotit (AIR) yapisi olusturulur. Aspartik asit
karboksilat, formil ve son olarak IMP olusturmak i¢in yikilir ve amino grubu eldesi saglanir.
IMP amino grubunu kendine eklediginde AMP'ye dondistiiriiliir. Amino grubu, adenilat
stiksinik asit olusturan ve fumarik asidi serbest birakacak olan aspartik asitten elde
edilmektedir. ilk reaksiyonu katalizleyen enzim adenilat siiksinat sentaz (ADSS) GTP ile enerji
olusmasimi saglar. Ikinci reaksiyon adenilat siiksinat liyaz (ADSL) enzimi aracihigi ile
gerceklesmektedir. IMP, hipoksantin niikleotit dehidrogenaz (IMPDH) tarafindan
oksitlenelerek ksantin iiretir. GMP iiretimi ise glutaminin amino grubunu kabul etmek i¢in
guanilat sentaz (GMP) gorev almaktadir. Sonug olarak bu enzimlerin katalizlemeleri sonucu
adenozin monofosfat (AMP) veya guanozin monofosfata (GMP) IMP’den doniistiiriiliir. Purin
niikleotitlerinin remedial yolu adenozin kinaz (ADK), adenin fosforiboziltransferaz (APRT) ve
hipoksantin guanin fosforiboziltransferaz (HGPRT) enzimlerini icermektedir. U¢ enzim de
NMP iiretimini katalize etmektedir. ADK' enziminin substratt ATP harcayan adenozin iken
diger iki enzimin substrati olarak purindir ve PRPP kullanmaktadir. Bir IMP molekiiliiniin
iiretimi icin bes ATP molekiilii, iki glutamin ve format molekiilii ve bir glisin, aspartat ve
karbondioksit molekiilii gereklidir. Ote yandan kurtarma yolunda PRPP serbest purin bazlari
hipoksantin, adenin ve guanine baglanabilir ve kurtarma enzimleri hipoksantin guanin
fosforiboziltransferaz (HGPRT) ve adenin fosforiboziltransferaz (APRT) tarafindan ilgili tek
niikleotitlerine doniistiiriilebilir (Allsop ve Watts, 1986). Cesitli enzimlerin ortak etkisi ile yolak
hizini arttirarak IMP'nin AMP'ye yikimi saglanir ve boylece AMP verimi GMP gore daha fazla
artmaktadir. Purin dogal yollarla insan saglig1 igin biiyiik 6neme sahip olmasina karsin invaziv

kanser tiirlerinde yiiksek purin ihtiyaci ve iiretimi bulunmaktadir (Robinson ve dig., 2020).

Hiicrede bulunan niikleobazlar ve niikleozitlerden kurtarma yolu ile purin sentezi
saglanmaktadir. Purin niikleozitlerinin karsilik gelen niikleobaz ve riboz-1-fosfata yikimini
plirin niikleozit fosforilaz enzimi katalize etmektedir. Purin niikleobazlar1 niikleobaz

fosforibozil transferaz enzim aktivitesi araciligiyla niikleozit monofosfata doniistiiriilmektedir.
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Niikleozit monofosfatin niikleozit difosfata veya trifosfata doniisiimiinii niikleozit kinazlar

katalize ederek niikleotit olusumu ger¢eklesmektedir (Kumari ve Tripathi, 2021).
2.3.2. De novo ve salvage pirimidin biyosentezi

De novo pirimidin sentezi alti enzim ve onlarin olusturdugu alti reaksiyondan olusur:
Karbamoil Fosfat Sentetaz 2 (CFS I1I), Aspartat Transkarbamilaz, Dihidroorotaz (CAD),
Dihidroorotat dehidrogenaz (kinon) (DHODH), 1-Orotat Fosforibozil Transferaz ve 2-
Orotidin-5"-Dekarboksilaz/Uridin Monofosfat Sentetaz (UMPS) (Lane ve Fan, 2015). CFS-II
de novo pirimidin biyosentezindeki ilk enzimdir ve COy, glutaminin, aspartat karbamoilazi
(ATKaz) ve karbamoil aspartat tiretmek i¢in aspartik asit ve karbamoil fosfatin katalizlerini
saglar. ATP tiiketmez ve karbamoil fosfat hidrolizi ile ¢alisir (Simmer ve dig., 1990).
Karbamoil fosfatin olusumu pirimidin sentezinin ilk basamagidir. Glutamin ve bikarbonatin
sirayla karbamoil-fosfat, karbonil-l-aspartat ve dihidroorotata doniistiigii reaksiyonu
diizenleyen enzim CAD enzimdir (Li ve dig., 2021). I¢ mitokondriyal zarda lokalize olan
DHODH, ubikinonu indirgeyerek dihidroorotatin orotata oksidasyonunu saglar ve
mitokondriyal elektron tasima zincirini ve oksidatif fosforilasyonu (OXPHOS) diizenlemek i¢in
solunum kompleksleri II ve III ile etkilesime girer (Bajzikova ve dig., 2019). Mitokondriyal i¢
zarm dig tarafinda bulunan FMN ve demire (Fe?*) bu enzim ihtiya¢c duymaktadir. Pirimidin
sentezinde yer alan diger bes enzim sitozolde bulunur. de novo pirimidin eldesi yolaginin son
2 basamaginda kullanilan enzim UMPS enzimidir. UMPS orotat fosforibosil transferaz
aktivitesi araciligila orotat ve orotidin monofosfat (OMP) iiretilmesini saglar. UMP iiretmi igin
OMP dekarboksilaz, OMP dekarboksilasyonunu gergeklestirir. Purin niikleozid trifosfatin
sentezine benzer olarak uridin trifosfatin (UTP) sentezi ger¢eklesmektedir. CTP sentaz
tarafindan katalize edilen UTP'ye amonyak eklenmesi sonucu sitidin trifosfat (CTP) olusur.
Hayvanlarda amino grubu glutamin tarafindan saglanirken, bakterilerde dogrudan amonyak
eklenmesi sonucu gergeklesir. OMP'nin dekarboksilasyonunun {irlinii Uridin monofosfattir.
UMP. UDP, UTP, dTTP, CTP ve dCTP'yi sentezlemek i¢in kullanilan UMP, de novo ve

kurtarma pirimidin sentez yollaklarinda kullanilan ortak yap1 birimidir (Loffler ve dig., 2005).

Kurtarma yolag ile pirimidin eldesinde, pirimidin bazlar1 ve niikleozidleri kullanmaktadir.
Hiicre igerisindeki niikleotitlerin yikilmasi sonucu veya permeazlar tarafindan dis ortamdan
hiicreye aktarilmasi sonucu pirimidin bazlar1 veya niikleozitleri elde edilmektedir pirimidin

niikleozid fosforilazlar1 araciligiyla iiridin, sitidin ve timidin sirastyla urasil, sitozin ve timine
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doniistirilir. Urasil fosforibozitransferaz enzimi urasili UMP'ye dondistiiriir. Sitozin deaminaz
enzimi Sitozini urasile deaminasyona ugratir. Sonug¢ olarak olusan urasil de UMP'ye
dondstiirtliir. Urasil ve sitozin tarafindan iiretilen UMP; UDP, UTP ve CTP'ye doniistiiriiliir
(Kumari ve Tripathi, 2021).

2.4. NUKLEOTITLERIN KiMYASAL SENTEZi

Deoksiniikleotit monofosfatlar baglangi¢ materyali olarak kullanilmaktadir. Pirofosforik asit ve
disiklohekzokarbodiimid (DCC) fosforlama ajanlari olarak kullanilir. Kimyasal yontemde
kullanilan ajanlarin ¢ogu toksiktir. Reaksiyon sonucunda reaksiyona girmemis dNMP, dNDP,
pirofosfatlar ile DCC, ortofosforik asit ve deoksiniikleositin ayristirilmasi gerekmektedir. Ek
olarak, kimyasal sentez sirasinda kullanilan piridin veya N, N-dimetilformamid gibi ¢6ziiciiler
geri kazanim siirecinden gecirilmeli, liretim maliyetini ve ¢evre kirliligini azaltmak i¢in geri
donistiirilmelidir. Dolayistyla ayristirma ve saflastirma stireci pahalidir ve ¢evre kirliligine

sebep olmaktadir (Yang ve dig., 2014; Zhang ve dig., 2015).
2.5. NUKLEOTITLERIN ENZIMATIK SENTEZI

Kimyasal sentezin ayristirma ve saflastirma siireclerinin uzun ve pahali olmasi ve toksik
icerikleri gibi sinirlamalarinin iistesinden gelebilmek icin enzimatik dNTP sentezi yontemleri
gelistirilmistir (Zhang ve dig., 2015). Enzimatik siirecte dNMP’lar biyolojik siireglerde ilgili
biyokimyasal aktiviteyi gosteren enzimler tarafindan sentezlendigi i¢in herhangi bir toksik iiriin
ortaya ¢ikmamaktadir. Enzimatik sentez siireci, ANMP eldesi ve dNMP’lara fosfat gruplarinin
eklenmesi ile ANDP ve daha sonra ANTP olusumu ile ortaya ¢ikmaktadir (Oh ve dig., 2003;
Loan ve dig., 2019). INMP eldesi DNA’y1 kesen enzimler aracilif ile gergeklestirilmektedir.
dNMP iiretiminin kompleks ve pahali bir siire¢ olmast daha uygun fiyatlara eldesini saglayan
enzimatik kesim siireglerine yonlendirmistir. ANMP ve NMP iiretim maliyetini diisiirmeye
yonelik ilk yaklagim, niikleik asitleri INMP’lara hidrolize edebilecek daha uygun mikrobiyal
kokenli enzimlerin aragtirilmasidir. ikinci yaklasim ise immobilize enzimlerin uygulamalar ve
bunlara dayali bir biyoreaktdrlerin olusturulmasidir. Biyoreaktorler dogal bir enzimin benzersiz
ozelliklerini ve bir katalizoriin avantajlarini birlestirir bunun yani sira reaksiyonun yiiksek
Ozgiilliigii, kesintisiz bir akis icerisinde reaksiyonu gergeklestirme imkani, reaksiyon
driinlerinin kolay ayrilmasi ve slirecin otomatik kontrolii olasiligi gibi o6zellikleri de

saglamaktadir (Bochkov ve dig., 2006). Enzimatik siire¢, kimyasal reaktiflerle 6n isleme tabii
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tutulan hiicrelerden enzimleri izole etmek ve saflastirmak i¢in gereken zahmetli ve pahali
stirecleri ortadan kaldirmistir. Kullanilan enzimlerin hiicrelerin yiizeyinde olmasi ve substratla
dogrudan temas edebilmesinden dolay1 hiicre gecirgenligini arttirmak i¢in deterjan muamelesi,
enzim proteininin ayristirilmast ve saflastirilmast gibi siiregler ortadan kaldirilmastir.

Dolayistyla diisiik maliyet ile yiiksek verimlilikte ANTP iiretimi saglanmaktadir.

(dNMPs) (dNTPs)
2 2 8 9
L% oy gt O V=p=0=P=0~— 'P O
O k a O O O
ﬁ
N“"'“’ e Niikleik asit eldesi
kesim . . °
Atlk Fosfatlayici enzimler ile
DNA dNMP’tan dNDP ve dNTP
doniigiim

Sekil 2.5: Niikleotitlerin enzimatik siire¢ ile eldesi. Ik olarak DNA niikleaz ile kesime ugratilir ve
dNMP eldeleri saglanir. Daha sonra fosfatlayaci enzimler araciligiyla dNMP’tan dNDP’a ve
dNTP doniisiimii saglanir.,

2.6. GLIKOZ METABOLIZMASI TETIiKLENEREK ATP REJENERASYON
SISTEMi ARACILIGIYLA NUKLEOTIT SENTEZININ DUZENLENMESI

Tiim canli organizmalarda ortak bir merkezi karbon metabolizmasi glikoliz, pentoz fosfat yolu
ve trikarboksilik asit (TCA) dongiisti gibi her biri olduk¢a korunan farkli reaksiyonlardan
olusmaktadir. Evrimsel olarak merkezi metabolizma, yolak uzunlugu, uygun termodinamik
kosullar, metabolik ara maddelerin kimyasal 6zellikleri, radikal enzimlerden kaginma ve toksik
ara maddeler dahil olmak {izere belirli bir biyokimyasal kisitlama kiimesi altinda temel hiicresel
metabolitleri birbirine doniistiirmek i¢in optimum bir ¢dziim olusturuldugu diistiniilmektedir.

Bu senaryoda, optimum ATP verimi EMP veya en yiiksek oranlari Entner-Doudoroff (ED)
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saglayanlar olarak rekabette diger yolaklar1 geride birakmis oldugu varsayilmaktadir (lacometti
ve dig., 2022).

Bakteriyel glikoz metabolizmasi EMP, ED, pentoz fosfat yolu (PPP) ve oksidatif yol (glukonik
asit yoluyla) dahil olmak iizere birden fazla yolun diizenlenmis eylemlerini i¢ermektedir
(Romano ve Conway,1996). Bu yolaklar pirtivat, NADH ve/veya (NADPH) kullanarak ve
enerji (ATP) tiretimini saglayarak bir biyoiiretim merkezi olarak gorev almaktadirlar (Fraenkel
ve Vinopal, 1973). Tim canli organizmalarda karbon metabolizmasi i¢in temel yapiyt EMP
yolu saglamaktadir. EMP yolagi bir glikoz molekiiliiniin kullanildig1 sirada iki piriivat, iki ATP,
iki NADH molekiilii olusumunu saglayan ve 10 enzimatik adimda gergeklesen bir siirectir (Lin
ve dig., 2018). Enterobacteriaceae bakteri ailesinin bir iiyesi olan Escherichia coli (E.coli),
genellikle insanlarin ve sicakkanli hayvanlarin gastrointestinal sistemlerinin en yaygin bulunan
en Onemli patojenlerden biridir (Kaper ve dig., 2004). En bilinen insan ve hayvan
patojenlerinden olmasi dolayisiyla gesitli bircok hastaliklardan sorumludur. E. coli'nin kolay
caligilinabilir olmasi, tam genom haritasinin bilinmesi ve oksijenli ya da oksijensiz ortamlara
uyum saglama gibi kendine 6zgili 6zellikleri, biyoteknoloji alaninda ¢ok 6nemli bir konak
organizmasi yapmaktadir. E. coli, rekombinant DNA teknolojisi alaninda en ¢ok kullanilan
mikroorganizma olmasi dolayisiyla hem endiistriyel hem de tibbi alanda cok ¢esitli
uygulamalarda kullanilmaktadir ( Yoo ve dig., 2009). Ornegin, EMP yolag ve 2-C-metil-D-
eritritol 4-fosfat yolagt (MEP) E. coli'de izoprenoid biyosentezi igin yaygin olarak
kullanilmaktadir (Liu ve dig., 2013).

Glikoliz yolaginda ilk basamak olan glikozun fruktoz-1,6-bisfosfata doniistiiriilmesi sirasinda
2 ATP molekiili tiikketilmektedir. Pirlivata doniistliriilen her seker i¢in 2 ATP ve 1 NADH
uretilir. Dolayisiyla glikoliz yolagi sonucunda her glikoz i¢in 2 ATP, 2 NADH ve 2 piriivat
molekiilii olusmaktadir (Bakker ve dig., 2001). Saccharomyces cerevisiae (S. cerevisiae),
giivenli gida smifinda yer alan tomurcuklanan bir mayadir. Fermente edici gidalarin (ekmek),
iceceklerin (bira, sarap, ickiler), biyoyakitlarin iiretiminde, farmasétik ve diger onemli
biyokimyasal bilesiklerin {iretimi i¢in bir hiicre fabrikasi olarak kullanilmaktadir (Parapouli ve
dig., 2020). S. cerevisiae'de piriivatin daha fazla parcalanmasi solunum veya fermantasyon
yoluyla meydana gelebilir. Solunum yolu, piriivat dehidrogenaz ve TCA dongiisii yoluyla
piriivatin CO2'ye tamamen oksidasyonunu igerir ve ATP ve mitokondride oksitlenerek daha

fazla ATP iiretebilen indirgenmis kofaktorler (6rnegin NADH) saglar. Piriivat piriivat



15

dekarboksilaz tarafindan asetaldehite dekarboksile edilip alkol dehidrogenaz tarafindan etanole
indirgenir. S. cerevisiae'deki solunum yolu, glikoz basma yaklastk 16 ATP iiretirken,
fermantasyon yolu, glikoz basina yalnizca iki ATP'lik net bir kazangla sonuglanir. Solunum
yolu tarafindan saglanan daha biiyilk ATP-glikoz oranina ragmen, S. cerevisiae, bu seker
bliylime ortaminda bol miktarda oldugunda, yine de oksijen varliginda glikozu fermente eder

(Pfeiffer ve Morley, 2014).

Warburg etkisi kanser hiicrelerinin oksijen varliginda glikozu anaerobik yolak olan laktik asit
fermantasyonuna yonlendirerek glikozu laktata donistiirmesi olayidir (aerobik glikoliz)
(Vander Heiden ve dig., 2009). Glikoz iki ATP molekiilii harcayarak glikoz-6-fosfat ve
ardindan  fruktoz-6-fosfat ve fruktoz-1,6-bisfosfata  donisiirek  glikoliz  yolagini
olusturmaktadir. Daha sonra Fruktoz-1,6-bisfosfat, iki {i¢ karbonlu bilesige (dihidroksiaseton
fosfat ve gliseraldehit-3-fosfat) ayrilir. Son olarak Gliseraldehit-3-fosfat molekiilleri daha sonra
NADH ve ATP iiretimiyle piriivata doniisiimii saglanarak tamamlanir. Kanser hiicreleri,
glikoliz yolunda iiretilen glikoz 6-fosfati ham madde olarak kullanirlar, niikleotit sentezi i¢in

ise 5-fosfat riboz tiretmek tizere PPP veya metabolik ara maddeleri kullanirlar (Pei ve dig.,
2022).

Glikoliz; MYC, niikleer faktér-kB (NF-kB), protein kinaz B, AKT ve RAS olarakta bilinen
birgok onkogen tarafindan diizenlenir (Dang ve Semenza, 1999). Proliferasyon ve otofaji gibi
cesitli hiicre aktivitelerini kontrol eden AKT bir serin/treonin protein kinazidir. Ayrica AKT,
glikoliz yolagimi GLUTL1 ekspresyonu, fosfofruktokinaz-1 (PFK-1) ve heksokinaz (HK II)
aktivitelerini arttirarak etkilemektedir (Feng ve dig., 2020; Robey ve Hay, 2006; Wieman ve
dig. 2007). PFK-1 ve HK-II'nin aktivitesinin artmasi glikoliz yolaginin etkinliginide
etkilemektedir. 3-fosfogliserik asit bir dizi reaksiyondan sonucunda serine donistiiriiliir. Bu
doniisiim niikleotit de novo sentezi igin bir karbon birimi saglayan glisinin olusumunu tetikler.
AKT, PPP'nin oksidatif olmayan yolunda TKT'nin fosforilasyonu yoluyla transketolazi aktive
ederek 5-fosforiboz ve PRPP sentezini destekler ve purin riboniikleotit sentezini artirir (Saha
ve dig., 2014). Ayrica Kanser hiicrelerinde, DNA'y1 sentezleyen ve hizli hiicre ¢ogalmasi
sirasinda transkriptomu koruyan ribozomal RNA'nin daha fazla olusmasi gerektirir bu da
niikleotit iiretiminin biiylik Ol¢lide artmasina neden olur (Aird ve dig., 2013). Ek olarak
nikkleotitler neredeyse tiim kanser tiirlerinin dnemli besin yollarinin ve kemoterapotik

hedefinin 6nemli bir metaboliti olarak rol oynamaktadir (Chon ve dig., 2017). De novo niikleotit
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biyosentetik yolunda gorev alan bir¢ok enzim kanserlerde de upregiile veya asir1 aktive olur

(Goswami ve dig., 2015; Ridder ve dig., 2021; Chen ve dig., 2019; Zhang ve dig. 2021).

Meme kanseri, kadinlarda en sik teshis edilen kanser ve kanser oliimlerinin 6nde gelen
nedenidir ve kadin kanseri vakalarinin neredeyse iigte birini olusturmaktadir (Ershler, 2006).
MDA-MB-231 hiicre hatt1 metastatik meme adenokarsinomu olan 51 yasindaki bir kadinin
plevral efiizyonundan alinip olusturulan epitelyal insan meme kanseri hiicre hattidir. Klinik
arastirmalarda en yaygin kullanilan meme kanseri hiicre hatlarindan biridir (Cailleau ve dig.,
1978). Ostrojen reseptorii (ER) ile progesteron reseptérii (PR) ekspresyolar1 ve HER2 (insan
epidermal biiylime faktorii reseptorii 2) amplifikasyonu olmamasi dolayisiyla tiglii negatif
meme kanseri (TNBC) hiicre hatt1 olarak adlandirilan agresif ve invaziv bir soydur (Chavez ve
dig., 2010). Ilk olarak ER ve PR ekspresyonu ve HER2 amplifikasyonundan yoksun olmasi
dolayisiyla bazal meme kanseri hiicre hatti olarak siniflandirilmasina karsin klaudin-3 ve
klaudinin-4'in asagi diizenlenmesi, Ki-67 proliferasyon belirtecinin diisiik ekspresyonunu,
CD44+ CD24-/distik fenotipi gibi meme kanseri kok hiicreleriyle (CSC'ler) iliskili 6zelliklerin
ekspresyonunu sergiledigi i¢in klaudin-diisiitk molekiiler alt tipine ait oldugu kabul edilmistir
(Holiday ve Speirs, 2011). Hiicre hatt1 endotel benzeri morfoloji gosterir ve siklikla birden fazla
hiicre kolonisini birbirine baglayan yildiz sekline sahip yayilimci fenotipi ile hiicre kiltiiri

calismalarinda gozlemlenmektedir (Harrell ve dig., 2014; Kenny ve dig.,2007).

MCF-7 meme adenokarsinomu hastasi 69 yasindaki bir kadinin plevral efiizyonundan
tiiretilerek olusturulmus bir meme kanseri hiicre hattidir. Adi Michigan Kanser Vakfi'nin
kisaltmasindan olusmaktadir ve en ¢ok ¢alisilan insan meme kanseri hiicre hattindan biridir.
Hiicre hatt1 epitel benzeri bir morfolojiye sahiptir ve tek katmanli hali ile kubbe olusturmasi ile
hiicre kiiltiiriinde ayirt edilmektedir. Ostrojen reseptérii alfa (ER-a)3-5'1 ifade edebilen birkag

meme kanseri hiicre hattlarinda bir tanesidir (Comsa ve dig., 2015).

Kanser belirtilerinden en bilineni hiicrenin biyokimyasal siirecinde enerji metabolizmasinin
bozulmus olmasidir (Hanahan ve Weinberg, 2011). Bu metabolik fenotip, oksijenden bagimsiz
bir sekilde enerji verimi i¢in glikolize Oncelikli bagimlilig1 gostermektedir. Glikoliz yolagi
oksidatif fosforilasyona gore net ATP iiretiminde daha az verimli olsada kanser hiicreleri bunu

daha yiiksek bir glikoz alimiyla avantaja doniistiirmektedir (Pelicano ve dig., 2006).
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Bu calismada, rekombinant DNA teknolojisi ile fosfatlayic1 gen bolgelerinin plazmit DNA
icerisine aktarilmasi ve ifadesini saglayarak ANMP’tan dANTP’a doniisiim ile dATP ve dTTP
eldesi hedeflenmistir. Ayrica, ATP rejenerasyon sisteminden yararlanilarak E.coli, bir maya
tiirii olan S.cerevisiae ve meme kanseri hiicre hatlar1 olan MDA-MB-231 ve MCF-7 hiicreleri

kullanilarak dATP eldesi amacglanmustir.
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3. MALZEME VE YONTEM

3.1. DNMP ELDESI

Bu tez caligmasinda, istanbul Universitesi Fen Fakiiltesi Molekiiler Biyoloji ve Genetik
Boliimi laboratuvarlar galismalarindan elde edilmis olan bakteri ve maya atik DNA’lardan
dNMP eldesi igin ilk olarak, ¢ift zincirli attk DNA’lar1 denatiire etmek igin 95°C su banyosu
igcerisinde 20 dk bekletildi. DNA’y1 igeren ependorf tiipli 95°C’lik ortamdan alindiktan hemen
sonra -196°C’deki sivi azotun igerisine alinarak 20 dk bekletildi. Daha sonra ilk parcalama
asamas1 olarak bir endoniikleaz olan Deoksiriboniikleaz 1 (DNaz 1) eklenip inkiibatorde
37°C’de 10 dk tutuldu. ANMP eldesi i¢in ikinci par¢alama asamasinda ise; DNA’nin yalnizca
5’ ucundaki fosfodiester baglarmin yikimina sebep olacak bir niikleaz olan S1 niikleaz
(Promega, ABD) enzimi eklendi ve ikbiitorde 25°C’de 30 dk bekletildi. Son olarak enzim
inaktivasyonu i¢in Etilendiamintetraasetik asit (EDTA) muamelesi ile su banyosunda 70°C’de
10 dk bekletildi.

3.2. DATP VE DTTP’NIN ENZIMATIK SUREC ILE ELDESI
3.2.1. E.coli Top10 susu icin hiicre kiiltiirii;

E.coli hiicreleri; 121°C’de 1 atm basingta, 15 dk olacak sekilde otoklavlanmis olan 20g/L
Luria—Bertani Broth (LB) Lennox (Bioshop, Kanada) (LB igerigi; Tripton 10g/L, Yeast Extract
5 g/L, Sodyum Kloriir (NaCl),) sivi besiyerine ekilerek ¢alkalayici inkiibatérde 37°C’de 16 saat
inkiibasyonuna birakildi. Hiicreler ayrica LB kati agarli besiyerine ekildi ya da dondurularak -
80°C’ye kaldirildi. Kat1 agarl besiyeri; 20g/L LB Lennox (Bioshop, Kanada) ve 3,5 g/L Agar
iceren besiyeri otoklavlandi. Daha sonra petri kaplarina dokiilerek katilagmasi beklenip +4°C
‘ye kaldirildi. Kisa siireli saklama i¢in Sivi LB besiyerinde ¢ogaltilmis olan hiicreler 6ze
yardimiyla kat1 besiyerine yayma ekim yapilarak ekildi. 37°C de 16 saat bekletildikten sonra
kat1 besiyeri +4°C dolaba kaldirilarak saklandi. Daha uzun siire saklama igin hiicreler %20

gliserol igeren LB besiyeri ile dondurularak -80°C’ye kaldirildi.
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3.2.2. Kompetan Hiicre Hazirhgi

E.coli Topl10 hiicreleri 5 ml LB s1v1 besiyeri igeren 15 ml falkon tiipleri igerisine ekildi ve
calkalayici inkiibatorde 37°C 180 rpm de bir gece bekletildi. Ertesi giin ilk etapta falkon tiipler
10 dk buzda bekletildi. Daha sonra 5000 rpmde 5 dk santirifiij edildi ve siipernatant dokiildii.
Pellet iizerine 1 ml 0,1 M CaCl. (Kalsiyum Kloriir) eklenerek ¢oziildii ve 30 dk buzda
bekletilerek kompetan hale getirildi. Tekrar 5000 rpmde 5 dk santirfiij edilip tist siv1 dokiildi
ve 200ul CaClz’de ¢ozilindiiriildii. Hazirlanan kompetan hiicreler %20 gliserol eklenip -20°C’ye

kaldirilip daha sonra kullanilmak iizere stoklandi.
3.2.3. ADK1 ve CDC8 Genlerinin Kompetan Hiicreye Transformasyonu

S. cerevisiae’den elde edilmis, ADK1 ve CDC8 genini igeren iki ayri rekombinant DNA pEX-
A128-ADK1 ve pEX-A128-CDCS8 plazmitleri hazir olarak siparis edildi.

BamHl1 (20)

Nod (2441)  your gene EcoRl (26) pEX-Rev
e
Sacl (2438 -'H‘_Iac promoter
Kpnl (:.;;4'.:_)‘ f
Mfel (2422) —\
pEX-For N\
pEX-A128 :
AmpR promoter __puUcCori

2450 bp

Sekil 3.1: Klonlama vektorii pEX-A128’in yapisinin gosterimi.

pPEX-A128-ADK1 ve pEX-A128-CDCS8 plazmitleri énceden hazirlanmig 200 pl kompetan
hiicre iceren 2 ayr1 ependorf tiipiinden birine 2 pul pEX-A128-ADKI1 ve digerine 2 pl pEX-
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A128-CDC8 plazmitleri eklenecek sekilde 20 dk buzda bekletildi. Her iki tiipe 1s1 soku
uygulamasi yapilarak 90 sn 42°C’de su banyosunda ve sonra 2 dk buzda bekletildi. 800 ul LB
besiyeri igerisine aktarilip ¢alkalayici inkiibatérde 37°C’de 30 dk inkiibe edildi. Son olarak 100
pg/ml ampisilin igeren 2 ayr1 kat1 agarli LB besi igeren pleyte yayma ekim ile ekildiler ve 1
gece 37°C’de inkiibatorde inkiibasyona birakildi.

3.2.4. pEX-A128-ADK1 ve pEX-A128-CDC8 Plazmitlerinin izolasyonu

pPEX-A128-ADKI igeren ve pEX-A128-CDCS iceren koloniler ayr1 ayr1 alinarak 100 pg/ml
ampisilin iceren 5 ml LB besiyeri ekildi ve daha sonra galkalayic ikiibatorde 37°C’de 1 gece
inkiibasyona birakildi. Siire sonunda rekombinant E.coli siispansiyonu 5000 rpm’de 5 dk
santrifiij edildi ve stipernatant dokiildi. 100 ul lizis tamponu bakteri ¢okelti tizerine eklendi ve
5 dk oda sicakliginda bekletildi. Uzerine 200 ul Alkali SDS ¢ozeltisi eklendi ve 5 dk oda
isisinda tutuldu. 150 pl soguk potasyum asetat (CH:CO:K) eklenerek 5 dk buz igersinde
bekletildi ve 14000 rpm’de 20 dk santrifiij edildi ve slipernatant yeni bir tiipe alindi. Siipernatant
tizerine 1 ml %99 ethanol eklendi ve 14000 rpm’de 20 dk santrifiij edildi. Pellet {izerine 30 pl
Tris-EDTA tamponu eklenip ¢6ziindiiriildii ve 4 ul RNaz eklenip inkiibatorde 37°C’de 30 dk
bekletildi. Elde edilen pEX-A128-ADK1 ve pEX-A128-CDCS8 plazmitlerinin miktar tayini igin
nanodropta (Nanodrop 2000C, Thermo Fisher Science) olgiildii ve daha sonra kullanilmak
tizere -20°C’ye kaldirildi.
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3.2.5. pEX-A128-ADK1 ve pEX-A128-CDC8 Plazmitlerinin ve Ekspresyon Vektorii
PRSETA’nin Restriksiyon Endoniikleazlari ile Kesimi

pPEX-A128-ADK1 ve pEX-A128-CDC8 plazmitlerinden endoniikleaz enzimler kullanilarak
ekspresyon vektorii pPRSETA’ aktarilmak tizere restriksiyon kesim yapildi. pEX-A128-ADK1
,PEX-A128-CDC8 ve pEX-A128 i¢in Kpnl ve EcoRI enzimleri kullanildi.

22

Sekil 3.2: Ekspresyon vektorii pRSETA nin yapisinin gosterimi.

Ik olarak 1X Tango Buffer ile 100 ng DNA 10U/ul Kpnl son konsantrasyonu 20pul olacak
sekilde hazirlandi ve 2 saat inkiibatorde 37°C’de bekletildi daha sonra 2X Tango Buffer

kullanilarak 10U/ul EcoRI restriksiyon enzimi eklenerek son konsantrasyon 30 pl olacak
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sekilde inkiibatorde 37°C’de 16 saat bekletildi. Enzim inaktivasyonu igin 80°C’de 5 dk
bekletildi.

3.2.6. pEX-A128-ADK1 ve pEX-A128-CDCS8 Plazmitlerinin ve Ekspresyon Vektorii
PRSETA’nin Agaroz Elektroferez Yontemi ile Goriintiilemesi

Agaroz jel 100ml Tris-Asetat-EDTA (TAE) tamponu igerisine 1 gr agaroz eklenerek %1°lik
olacak sekilde hazirlanildi. 100bp plus ve 1 kb markerlar ile restriksiyon enzimleri ile kesime
ugratilmis pEX-A128-ADK1, pEX-A128-CDC8 ve pRSETA o6rnekleri jele yiiklendi. Marker
kullanilarak 6rnek boyutlari belirlendi. ADK1 gen bdlgesinin boyutu 669 bp CDCS8 gen
bolgesinin boyutu 650 bp oldugundan 600bp ve 700bp aras1 bolgede bulunan kisimlar ile 2.9
bp olan kesilmis pPRSETA plazmiti jelden kesilip ¢ikartildi.

3.2.7 Endoniikleaz ile kesilmis ADK1 ve CDC8 Gen Bolgelerinin ve pRSETA’nin

Agaroz Jelden Saflastirmasi

Agaroz jelden kesilip ¢ikarilan ADK1, CDCS8 gen boélgeleri ve pPRSETA ekspresyon vektorii
ornekleri ilk olarak filtreleri tiiplere aktarilarak 15000 rpmde 10 dk santrifiij edildi. Filtreden
tiip icerisine akan sivi kisim {izerine ph:5.5 olan 3M Sodyum Asetat (NaAc) ve %99 Ethanol
eklenip 15000 rpmde santrifiij edildi.Ust siv1 atild1 ve %70 alkol ile yikama yapilarak tekrar
santrifiij edildi. Ust siv1 atilip ¢okelti TE buffer eklenerek ¢ozdiiriildii.

3.2.8.Ekspresyon vektorii pRSETA ile ADK1 ve CDC8 gen bolgelerinin Ligasyonu

1 ul T4 DNA Ligaz (TransGen, Cin) enzimi ve 6 pl T4 Ligaz tamponu araciligiyla pRSETA
plazmitine ADK1 ve CDC8 genleri ayr1 ayri aktarildi ve 16°C’de 1 gece inkiibatorde
inkiibasyona birakildi. Ligasyon firlinleri E.coli’ye transforme edildi, transforme edilen
hiicreler ampisilin igeren kat1 besiyeri ortamina ekildi. Ampisilinli ortamda olusan kolonilerden
plazmit izolasyonu yapildi ve agaroz jelde yiiritiilerek ligasyonun basarilt olup olmadigi
kontrol edildi. PRSETA-ADK1 veya pRSETA-CDC8 igeren Rekombinant E.coli hiicrelerinden
stoklar olusturulup daha sonraki deneyler dondurularak i¢in -80°C’ye kaldirildi.
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3.2.9. ADK1 ve CDC8 Gen Bélgelerinin ifade Olmasi

PRSETA-ADK1 veya pRSETA-CDCS igeren Rekombinant E.coli hiicreleri Sml sivi LB
besiyerine ekilerek 1 gece calkalayici inkiibatérde 37°C’de inkiibe edildi. Ertesi sabah EDTA
ile 1 saat muamele edip 5 dk 5000 rpm santrifiij edilerek LB besiyeri ile rekombinant E.coli

hiicreleri ayristirildi.

dAMP’den dATP’ye doniisiim icin gerekli olan steril deney besiyeri (400 mM KCI, 100 mM
Magnezyum Kloriir (MgCl), 5.5 U/ml Piriivat Kinaz, 100mM dAMP veya kirtk DNA, 250
mM fosfoenolpiriivat (PEP) ve 1mM dATP) hazirlandi. pPRSETA-ADK1 igeren rekombinant
E.coli hiicreleri bu siv1 besiyerine ekildi ve ¢alkalayici inkiibatorde 30°C’de 150 dk bekletildi.

dTMP’den dTTP’ye doniisiimii saglayacak steril deney besiyeri (200mM KCI, 50 mM MgCly,
0.26 U/ml Pirtivat Kinaz, 50mM dTMP veya kirtkk DNA, 200 mM PEP ve 1mM dATP)
hazirlandi. pPRSETA-CDCS igeren Rekombinant E.coli hiicreleri galkalayici inkiibatérde 30°C
180 dk bekletildi (Bao ve Dewey, 2007).

Ornekler 5 dk 5000 rpm’de santrifiij edildi. Besiyeri atild1 pellet iizerine 3 ml RNaz DNaz free
su eklener 16000 rpmde 25 dk santrifiij edildi. Siipernatant HPLC’de goriintiilenmek iizere
kaldirildi (Bird ve dig., 2023).

3.3. DATP’NiN GLIiKOLiZ YOLAGI VE ATP REJENASYONU iLE ELDESI
3.3.1. E.coli hiicrelerinde glikoliz yolagimin tetiklenmesi ile dJATP eldesi yontemi

E.coli hiicrelerinde glikoliz yolagini tetikleyerek dATP eldesi i¢in deney besiyeri (1.4 g/L
dAMP, 30g/L glikoz, 31,2g/L Monosodyum Fosfat (NaH2PQOs), 2g/L Magnezyum kloriir
heksahidrat (MgCl26.H20), 1,2g/L Potasyum Kloriir (KCl), 1g/L Amonyum Kloriir (NH4Cl) ve
6.7ml/L Asetaldehit) seklinde hazirlandi (Xiong ve dig., 2023) ve 0,22nm’lik siringa

filtrelerinden gecirilerek steril edildi.

E.coli hiicreleri ilk olarak 1 gece 37C’de inkiibatorde ¢ogaltildi. Daha sonra deney besiyeri ile

37°C’de 7 saat muamele edildi.
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Ornekler 5000 rpm’de 5 dk olacak sekilde santrifiij edildi. Medyum atild1 ¢okelti iizerine 3 ml
RNaz DNaz free su eklenerek 16000 rpmde 25 dk santrifiij edildi. Ust sivi HPLC’de

kromatografik olarak gortintiilenmek iizere kaldirildi.

3.3.2. S.cerevisiae hiicrelerinde glikoliz yolagimin tetiklenmesi ile dATP eldesi yontemi

S.cerevisiae hiicre kiiltiirii igin YPD besiyeri Bacto Yeast Extract 10g/L (Bacto Peptone 20g/L
ve 100 ml/L %20 D-Glikoz) hazirlandi. S.cerevisiae YPD sivi besiyerinde 30°C’de 16 saat
inkiibe edildi. S.cerevisiae kati1 besiyeri YPDA, YPD besiyerine ilave olarak 3,75g/L Agar
eklenilerek hazirlandi. S.cerevisiae sivi besiyerinden kati besiyerine 6ze yardimi ile ekilip

30°C’de 1 gece bekletilir. Hiicreleri dondurmak i¢in %20 gliserol eklenip -80°C’ye kaldirildu.

S.cerevisiae’de glikoliz yolagini tetikleyerek dATP eldesi i¢in deney besiyeri (1.4 g/L dAMP,
30g/L glikoz, 31,2g/L NaH2POs, 2g/L MgCI26.H20, 1,2g/L KCI, 1g/L NH4CI ve 6.7ml/L
Asetaldehit) seklinde hazirlandi (Xiong ve dig., 2023) ve 0,22nm lik siringa filtrelerinden
gecirilerek steril edildi.

S.cerevisiae hiicreleri ilk olarak sivi YPD besiyerinde ¢alkalayici inkiibatorde 1 gece 30°C’de

cogaltildi. Daha sonra deney besiyeri ile 30°C’de 7 saat muamele edildi.

Ornekler 5 dk 5000 rpm’de santrifiij edildi. Medyum atild1 pellet iizerine 3 ml RNaz DNaz free
su eklener 16000 rpmde 25 dk santrifiij edildi. Siipernatant HPLC’de goriintiilenmek iizere
kaldirildi.

3.3.3. MCF-7 ve MDA-MB-231 Meme kanseri hiicre hatlarinda glikoliz yolaginin

tetiklenmesi ile dATP eldesi yontemi

Dulbecco’nun modifiye Eagle medyumu (DMEM) ve F12 medyumunu 1:1 oraninda igeren,
%10 fetal sigir serum (FBS) ve penisilin streptomisin (100 U/ml penisilin G, 100 pl/ml
streptomisin (PES)) igeren flasklarda 37°C’de, 1 atmosfer basingta, %5 CO2’li inkiibatorlerde
cogaltildi. Hiicre yogunlugu arttiginda, flasktaki medyum cekilip PBS ile yikandi. Steril
TrypLE(Gibco) soliisyonu flaska eklenip 3 dakika etiivde bekletilerek hiicrelerin kaldirilmasi
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sagland1 ve sonra medyum ilave edilerek TrypLE’nin aktivitesi inhibe edildi. TrypLE ve
medyum igeren soliisyon 1500g’de 5 dakika santrifiij edildi. Coken hiicrelere medyum
eklenerek yeni flasklara ekim yapildi. Coktiiriilen hiicreler medyumla siispanse edilerek
uygulanacak yonteme gore ekimleri yapildi. Hiicreler uzun siire kullanilabilmeleri adina
donduruldu. Hiicreler ilk olarak kaldirilip falkon tiipe alinip 1500g’de 5 dakika santrifiij
edilerek toplandi. Dondurma medyumu %90 soguk fetal sigir serumu (FBS) ile %10 oraninda
kriyoprotektan ajan olarak dimetilsiilfoksit (DMSO) oranlarinda hazirlandi. Her kriyotiipte 1
milyon hiicre olacak sekilde hiicreler alikotlandi. Kriyotiipler bir gece -86°C’de tutulup ertesi
giin -153°C’ye kaldirildu.

Glikoliz yolagm tetikleyerek dATP eldesi i¢in deney besiyeri (1.4 g/L dAMP, 30g/L glikoz,
31,2g/L NaH2PO4, 2g/L MgCI26.H20, 1,2g/L KCI, 1g/L NH4CI ve 6.7ml/L Asetaldehit)

seklinde hazirland1 (Xiong ve dig., 2023) ve 0,22nm lik siringa filtrelerinden gegirilerek steril
edildi.

MDA-MB-231 ve MCF-7 hiicre hatlar1 ilk olarak DMEM-F12 besiyerinde inkiibatorde 1 gece
37°C’de ¢ogaltildi. Daha sonra deney besiyeri ile 37°C’de 5 saat muamele edildi.

Ornekler scraper ile kazinip topland1 ve 5 dk 5000 rpm’de santrifiij edildi. Medyum atild:
¢okelti lizerine 3 ml RNaz DNaz free su eklener 16000 rpmde 25 dk santrifiij edildi. Ust sivi
HPLC’de goriintiilenmek tizere kaldirildi.

3.4. HPLC YONTEMI iLE DNMP VE DNTP ANALIZi

Enzimatik ve glikoliz yolag: tetiklenerek elde ettigimiz verilerin kromatografik olarak 6l¢timii
icin reaksiyon karigimlari 5000 rpmde 5 dk santrifiij edilerek medyumdan ayristirild: daha sonra
steril su eklenerek 16000 rpm 25 dk santrifiij edilerek hiicrelerin mekanik olarak pargalanmasi
saglandi. Siipernatant toplandi ve pH 5.0 olan 1 mM mono potasyum fosfat (KH2P0s4) ve
dipotasyum hidrojen fosfat (KoHPOjs) igeren bir ¢6zelti ile HPLC analizleri gerceklestirildi.
Mobil fazin eliisyon akis hizi, ortam sicakliginda 1.0 mL / dk ve absorbans 254 nm olacak
sekilde izlendi. C18 Kolonu, HPLC Diode Array Dedektdr (SPD), HPLC gaz giderme iinitesi
(DGU), HPLC kolon firim (CTO-10AS), HPLC pompa (LC-10AD VP) (Shimadzu)

kullanilmistir.
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3.5. ISTATIKSEL ANALIZLER

HPLC verileri Graphpad Prism (10) programinda istatistiksel olarak hesaplandi. Deney ve kontrol

gruplar1 T-testi ile kiyaslanip, istatistiksel anlamlilik dereceleri analiz edildi.
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4. BULGULAR

4.1. PEX-A128-ADK1 VE PEX-A128-CDC8 PLAZMITLERININ RESTRIKSiYON
ENZIMLERI iLE KESIMI

pEX-A128-ADK1 ve pEX-A128-CDC8 klonlama vektorlerinin Kpnl ve EcoRI
endoniikleazlari ile kesimini agaroz jelde gorintiilendi (Sekil 4.1). ADK1 gen bdolgesinin
boyutu 669 bp, CDC8 gen bélgesinin boyutu 650 bp ve klonlama vektorii olan pEX-A128’in
boyutu 2450 bp olmasi dolayisiyla restriksiyon enzimleri Kpnl ve EcoRI ile kesimlerin

basariyla gergeklestigi gosterildi.

PEX-A128- pEX-A128
ADK1 -cDC8

100 bp plus
DNA Ladder

Sekil 4.1: Kpnl ve EcoRI restriksiyon enzimi ile kesime ugratilmig pEX-A128-CDC8 ve pEX-A128-
ADK1 plazmitlerinin %1°lik agaroz jeldeki gortiniimleri. 1.kuyu) 1 kb DNA marker 2. Kuyu) 100
bp plus DNA Ladder 3. kuyu) 669 bp ADK1 gen bdlgesini igeren 2450 bp pEX-A128 plazmitinin
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EcoRI ve KpNI ilekesimi 4. Kuyu) 650 bp CDCS8 gen bolgesini igeren 2450 bp pEX-A128
plazmitinin EcoRI ve Kpnl kesim sonucu gosterilmistir.

4.2. PRSETA-ADK1 VE PRSETA-CDC8 PLAZMITLERINE SAHIiP
REKOMBINANT E.COLi HUCRE KOLONILERi

ADKI1 ve CDCS8 gen bolgeleri pPRSETA vektoriine ligasyon yontemi ile aktarilip daha sonra
kompetan E.coli hiicrelerine transforme edildi ve basar1 ile aktarimi gergeklesen E.coli

hiicrelerinin ampisilinli kat1 besiyeri ortaminda koloni olusturmalar1 gosterildi (Sekil 4.2).

Sekil 4.2: prSET- CDC8 ve prSET-ADK1 gén ligasyonunun amfisilin igeren besiyerinde koloni
olusturmasi. Ustte; LB + Agar + 100mg/ml ampisilin i¢eren kati besiyerine ligasyon iiriinii olan
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prSET-ADKI1 genin aktarilmasi sonucu koloni olusumu. Altta; LB + Agar + 100mg/ml ampisilin
iceren kat1 besiyerine ligasyon iiriinii olan prSET-CDC8 ekimi sonucu koloni olusumu

43. PRSETA PLAZMITINDE ADKI VE CDC8 GEN AKTARIMININ
KANITLANMASI

pEX-A128-ADK1 ve pEX-A128-CDCS8 ile ekspresyon vektorii pPRSETA ayni restriksiyon
enzimleri ile kesildi. Kesime ugramig ADK1 ve CDCS8 gen bdlgeleri ligasyon yontemi ile
pRSETA plazmitine aktarildi. Daha sonra transformasyon, koloni secilimi ve plazmit
izolasyonu yontemleri ile elde edilen pPRSETA-ADK1 ve pRSETA-CDCS8 plazmitleri %1°lik
agaroz jel elektroforezinde yiiriitiildi (Sekil 4.3). 669 bp ADK1 gen bdlgesi ve 650 bp CDC8
ile 2.9 kb ekspresyon vektorii pPRSETA’nin bir araya gelmesi olusan plazmitin boyutulariyla

ligasyonun basari ile gerceklestigi gosterilmistir.

1Kb DNA Ladder

PRSET-ADK1 PRSET-CDC8

Sekil 4.3: E.coli hiicrelerinden izole edilen rekombinant pPRSET-ADK1 ve pRSET-CDC8 ligasyonun
basariyla gerceklestiginin gosterimi; 1) Boyutlar1 bilinen DNA parcalar (1kb’lik) 2) prSET-
ADK1 ligasyon sonucu 3) prSET-CDCS8 ligasyonu gosterilmistir.



30

4.4, DAMP ILE DATP’NIN KROMATOGRAFIK OLARAK SAPTANMASI VE
STANDART GRAFIiGiNiN OLUSTURULMASI

dAMP ile dATP’nin kromatografik olarak alikonma zamanlar1 saptandi ve dATP’nin miktar
tayini i¢in standart egri grafigi olusturuldu (Sekil 4.4).

A) dAMP

LB BB BBBLELS

-100]

B) dATP

i

o]

C) dATP Standart Egrisi
600000
500000
400000
300000
200000
100000

0 50 100 150 200 250

D)

"'30 35 40 45 B0 55 60 65 70 75 T80 85 min
Sekil 4.4: A) dAMP’nin alikonma zamani 8.044 dk B) dATP alikonma zamani 5.590 dk seklinde
saptanmasi C) dATP igin olustulurmus standart egri grafigi. Standart seyreltmeleri 2ug/pl,
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10pg/pl, 20pg/pl, 100 pg/ul, 200 pg/ul olacak sekilde hazirlandi. D) Standart seyreltme
oranlarinin piksel karsilastiriimalari.

45. DTMP ILE DTTP’NIN KROMATOGRAFIK OLARAK SAPTANMASI VE
STANDART GRAFiGiNIN OLUSTURULMASI

Endiistriyel dTMP ile dTTP’nin kromatografik olarak alikonma zamanlar1 saptandi ve

dTTP’nin miktar tayini i¢in standart egri grafigi olusturuldu (Sekil 4.5).

A) dTMP
B) dTTP
C) dTTP standart egrisi
2500000
2000000 y=2020,4x-4003,9
R2=0,99
1500000

1000000
500000

0] 200 400 600 800 1000 1200

D)

R P e ) Nl 1 1 A VA g
Sekil 4.5: A) dTMP’nin alikonma zamani 3.301 B) dTTP alikonma zamani 2.403 dk seklinde saptandi
C) dTTP igin olustulurmus standart egri grafigi. Standart seyreltmeleri 2pg/pul, 10pg/ul, 20pug/ul,
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100 pg/pl, 200 pg/ul olacak sekilde hazirlandi. D)Standart seyreltme oranlarinin piksel
karsilastirilmalart.

4.6. ENZIMATIK SUREC ILE DATP ELDESININ GOSTERIMI

prSET-ADK1 plazmitini igeren rekombinant E.coli hiicreleri negatif kontrol olarak LB
besiyerinde, deney besiyeri ve endiistriyel dAMP ile ve deney besiyeri ve kirik DNA ile 2,5
saat 30°C’de inkiibasyonu sonucu dATP eldeleri kontrol edildi (Sekil 4.6). Enzimatik stireg ile
dATP eldesi verimli gergeklesmemis olup kontrole gore anlamli degisiklikler olmadig icin

glikoliz yolag1 ile dATP eldesi yontemleri ile ¢alismaya devam edildi.

a) pRSET-ADK1 kontrol

B=

b) pRSET-ADK 1+ Kiritk DNA+ deney besiyeri

¢) pRSET-ADK 1+ Endiistriyel AAMP + deney besiyeri

Sekil 4.6: a) pRSET-ADK1 igeren rekombinant E.coli hiicrelerinin LB besiyerinde 37C’de inkiibe
edilmesi b) Deney besiyeri (400 mM KCI, 100 mM MgCl;, 5.5 U/ml PK, 100mM dAMP) veya
3.1 ANMP eldesi kisminda agikladigimiz iizere elde ettigimiz kirikk DNA, 250 mM PEP ve 1mM
dATP c) Deney besiyeri (400 mM KCI, 100 mM MgCl,, 5.5 U/ml PK, 100mM dAMP) ve
endiistriyel dAMP ile muamele edilmesi ile 2.5 saat 30°C’de inkiibasyonu sonucu dATP
sonuglarinin HPLC ile kromatografik gosterimi. d) pPRSETA-ADK1 kontrol (mavi), pPRSETA-
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ADK1+kirtk DNA+deney besiyeri (siyah) ve pPRSETA-ADK1+Damp+deney besiyeri (pempe)
sonuclarindan elde edilen dATP piklerinin karsilastirilmasi.

4.7. ENZIMATIK SUREC ILE DTTP ELDESININ GOSTERIMi

prSET-CDC8 plazmitini i¢eren rekombinant E.coli hiicreleri negatif kontrol olarak LB
besiyerinde, deney besiyeri ve endiistriyel dTMP ile ve deney besiyeri ve kirtk DNA ile 3 saat
30°C’de inkiibasyonu sonucu dTTP eldeleri HPLC ile kromatografik olarak kontrol edildi
(Sekil 4.7). Kontrole gore anlamli bir sekilde dTTP eldesi saglandi (Sekil 4.8).

a) pRSET-CDCS8 kontrol

o

s

b) pRSET-CDC8 + Kirik DNA+ Deney besiyeri d)

Fememrion

Sekil 4.7: a) pRSET-CDCS igeren rekombinant E.coli hiicrelerinin LB besiyerinde 37C’de inkiibe
edilmesi b) Deney besiyeri (200mM KCI, 50 mM MgCl,, 0.26 U/ml PK, 200 mM PEP ve 1mM
dATP) ve 3.1 de bahsettigimiz gibi elde ettigimiz kirtkk DNA c¢) Deney besiyeri (200mM KCI, 50
mM Magnezyum Kloriir (MgCl,), 0.26 U/ml PK, 200 mM PEP ve 1mM dATP) ve endiistriyel
dTMP ile muamele edilmesi ile 3 saat 30°C’de inkiibasyonu sonucu dTTP eldesinin HPLC ile
kromatografik gosterimi. d) pRSET-CDC8 kontrol (siyah), pRSET-CDC8+kirik DNA+deney
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besiyeri (mavi) ve pRSET-CDC8+Damp+deney besiyerinden (pempe) sonuglarindan elde edilen
dTTP piklerinin karsilastirilmast (sagda)

* %k %k

h s mnmn
LA EE N EE

0_ o e pn

dTTP Konsantrasyonu(ug/pl)
o
<

Sekil 4.8: pRSET-CDCS igeren rekombinant E.coli hiicrelerinin LB besiyerinde 37°C’de inkiibe
edilmesi. Rekombinant E.coli kontrol 139,2 + 9,116; Kirtk DNA+ deney besiyeri 212,1 + 25,98 ;
dTMP+ deney besiyeri 288,5 + 8,103. Kirtk DNA+ deney besiyeri anlamlilik, * p<0,05. dTMP+
deney besiyeri, *** p<0,001.
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4.8. E.COLI HUCRELERINDE GLIKOLiZ YOLAGI TETiKLENEREK DATP
ELDESI

E.coli hiicrelerinde glikoliz yolagi ile ATP rejenarasyonunu tetikleyerek dATP eldesinin
kromatografik olarak gosterimi. Negatif kontrol olarak LB besiyeri 1 gece 37°C’de ve deney
besiyeri (1.4 g/L dAMP, 30g/L glikoz, 31,2g/L NaH2POg, 2g/L MgCl».6H20, 1,2g/L KCI, 1g/L
NH4Cl ve 6.7ml/L Asetaldehit) ile 37°C’de 7 saat muamele edildi ve HPLC ile goriintiilendi
(Sekil 4.8) . Deney besiyerinde dATP eldesi basarili bir sekilde saglandi (Sekil 4.10).

a) E.coliKontrol

b

E.coliKirik DNA + Deney Besiyeri d)

L

c) E.coliEndustriyel dAMP + Deney Besiyeri

Sekil 4.9: a) Negatif kontrol olarak E.coli hiicreleri LB besiyeri icerisinde inkiibe edilmesi ile elde
edilmis dATP piki b) Zenginlestirilmis deney besiyeri (30g/L glikoz, 31,2g/L NaH»PO., 2g/L
MgCl,6.H.0, 1,2g/L KCI, 1g/L NH4Cl ve 6.7ml/L Asetaldehit), kirtk DNA eklenerek 7 saat
37°C’de inkiibe edildikten sonra elde edilen dATP gdsterimi c) zenginlestirilmis deney besiyerine
kirikk DNA yerine endiistriyel dAMP eklenmesi sonucu dATP’nin kromatografik olarak
gosterimi. d) E.coli kontrol (siyah), E.coli Kirtk DNA-+Deney Besiyeri (pembe), E.coli
Endiistriyel dAMP + deney besiyeri (mavi) sonuglarindan elde edilen dATP piklerinin
karsilastirilmasi
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Sekil 4.10: E.coli hiicrelerinde glikoliz yolaginin tetiklenmesi ile dATP eldesinin gosterimi. E.coli
kontrol besiyeri 5,892 + 0,4942; Kirik DNA + deney besiyeri 35,83 + 7,027; ; dAMP + deney
besiyeri 50,54 + 25,51. kirtk DNA+ deney besiyeri, * p<0,01. endiistriyel dAMP+ deney besiyeri,
** (p<0,05).
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4.9. S.CEREVIiSIAE HUCRELERINDE GLIiKOLiZ YOLAGI TETIiKLENEREK
DATP ELDESI

S.cerevisiae glikoliz yolag: tetiklenerek dATP eldesi igin negatif kontroliinde YPD besiyerine
ekilip 30°C’de 16 saat inkiibasyona birakilirken, deney besiyeri (1.4 g/L dAMP, 30g/L glikoz,
31,2g/L NaH2POs, 2g/L MgCl,.6H20), 1,2g/L KCI, 1g/L NH4ClI ve 6.7ml/L Asetaldehit) ve
kirik DNA eklenerek 30°C’de 7 saat muamele edildi ve HPLC ile goriintiilendi (Sekil 4.11).
Deney sonucunda glikoliz yolagi ile ATP rejenerasyon sistemi tetiklenerek anlamli bir sekilde
dATP eldesi saglanmistir (Sekil 4.12).

a) S.Cerevisiae Kontrol
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b) S.Cerevisiae Kirik DNA + Deney Medyum
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Sekil 4.11: a) S.cerevisiae hiicreleri negatif kontrol olarak LB besiyeri ve b) deney besiyeri (1.4 g/L
dAMP, 30g/L glikoz, 31,2g/L NaH,POa, 2g/L MgCl.6.H:0, 1,2g/L KCI, 1g/L NH4Cl ve 6.7ml/L
Asetaldehit) ve kirik DNA eklenerek 7 saat 30°C’de inkiibe edildikten sonra elde edilen dATP’nin
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kromatografik olarak gosterimi. ¢) S.cerevisiae kontrol (siyah) ve S.cerevisiae Kirtk DNA+Deney
Besiyeri (pembe) sonuglarindan elde edilen dATP piklerinin karsilastirilmasi.

$

2

2

o

dATP Konsantrasyonu(pg/ul)
8

Sekil 4.12: S.cerevisiae hiicrelerinde glikoliz yolaginin tetiklenmesi ile dATP eldesinin gosterimi.
S.cerevisiae kontrol besiyeri 4,684 + 0,7744; Kirik DNA+ deney besiyeri 59,17 £11,48. Kirik
DNA+ deney besiyeri, ** p<0,01.



39

4.10. MCF-7 MEME KANSERiIi HUCRE HATLARINDA GLIiKOLiZ YOLAGI
TETIKLEYEREK DATP ELDESI

MCEF-7 hiicre hatlar1 ilk olarak DMEM-F12 besiyerinde inkiibatorde 1 gece 37°C’de ¢ogaltildi.
Daha sonra Glikoliz yolagini tetikleyerek dATP eldesi i¢in deney besiyeri (1.4 g/L dAMP,
30g/L glikoz, 31,2g/L NaH2POs, 2g/L MgCl2.6H20, 1,2g/L KCI, 1g/L NH4CIl ve 6.7ml/L
Asetaldehit) ile 37°C’de 5 saat muamele edildi ve HPLC yontemi ile kontrol edildi (Sekil 4.13).
dATP eldesi ger¢eklesmemistir.

MCF-7 Kontrol Besiyeri

mal
psmarm 1.00)

g

T T T T —T T T T T T T T T
40 50 ao 0 1 g0 10.0 1.0 12.0 130 140 min

MCEF-7 Deney Besiyeri

Sdmarmm 1.00)

Sekil 4.13: MCF-7 meme kanseri hiicre hattinda kontrol besiyeri ve deney besiyeri (1.4 g/L dAMP,
30g/L glikoz, 31,2g/L NaH:PO4, 2g/L MgCl.6.H.0, 1,2g/L KCI, 1g/L NH4Cl ve 6.7ml/L
Asetaldehit) icerisinde 5 saat 37°C’de inkiibe edildikten sonra elde edilen sonuglarin
kromatografik olarak gdsterimi.
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4.11. MDA-MB-231 MEME KANSERI HUCRE HATLARINDA GLIKOLIiZ
YOLAGI TETIKLEYEREK DATP ELDESI

MDA-MB-231 hiicre hattinda hiicreleri ilk olarak DMEM-F12 besiyerinde inkiibatérde 1 gece
37°C’de ¢ogaltildi. Daha sonra glikoliz yolagin tetikleyerek dATP eldesi i¢in deney besiyeri
(1.4 g/L dAMP, 30g/L glikoz, 31,2g/L NaH2PO4, 2g/L MgCl.. 6H20), 1,2g/L KCI, 1g/L NH4CI
ve 6.7ml/L Asetaldehit) ile 37°C’de 5 saat muamele edildi ve HPLC ile kromatografik olarak
gosterildi (Sekil 4.14). dATP eldesi gergeklesmemistir.
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Sekil 4.14: MDA-MB-231 meme kanseri hiicre hattinda kontrol besiyeri ve deney besiyeri (1.4 g/L
dAMP, 30g/L glikoz, 31,2g/L NaH.POs), 2g/L MgCI26.H20, 1,2g/L KCI, 1g/L NH4CI ve
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6.7ml/L Asetaldehit) igerisinde 5 saat 37°C’de inkiibe edildikten sonra elde edilen MDA-MB-
231’nin kromatografik olarak gosterimi. dATP eldesi gergeklesmemistir.

4.12. DATP VE DTTP ELDELERININ KARSILASTIRILMASI

dTTP eldesi enzimatik siirecte olusturulmus fosfatlayici enzim timidilat kinaz gen bdlgesi olan
CDCS8’in ekspresyon vekotrii prSETA’ya aktarilmasi ve daha sonra rekombinant E.coli
hiicreleri olusturularak gergeklestirilirken; dATP eldesi E.coli ve S.cerevisiae hiicrelerinde

glikoliz yolag1 ile ATP rejenarasyon sisteminin tetiklenmesi ile saglanmistir (Sekil 4.15).
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Sekil 4.15: dATP ve dTTP’nin total konsantrasyon grafigi.
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5. TARTISMA VE SONUC

NTP'ler bakteriler de dahil olmak tizere tiim canli organizmalar i¢in temel molekiillerdir ve ¢ok
sayida temel biyolojik sistemde gorev almaktadirlar. NTP'ler, 1°-karbonda bir glikozidik bag
ve 5’-karbonda ii¢ fosfat grubu ile bir niikleobaza (bir purin veya bir pirimidin) bagli riboz veya
deoksiriboz sekerin bir araya gelmesi sonucu olusmaktadir. Niikleik asitlerin yapi1 tagi olan bu
molekiiller bir¢ok hiicresel islemde gorev almak icin polimerazlar tarafindan dahil edilirler
(Hollenstein, 2012). Dogal ve modifiye NTP'ler, bakteriyel enzimatik mekanizmalari
arastirmak, yeni genetik materyal gelistirmek ve yeni islevlere sahip ilaglar ve proteinler
tiretmek i¢in en 6nemli araglardir. ANTP nin kimyasal sentezinde kullanilan fosforlama ajanlari
cok yiiksek toksisiteye sahiptir ve islemde kullanilan ¢oziiciilerin tekrar geri kazanilmasi tiretim
maliyetini ve g¢evre kirliligini arttirmaktadir. Dolayisiyla ayristirma ve saflastirma stireci
pahalidir ve ¢evre kirliligine sebep olmaktadir (Yang ve dig., 2014; Zhang ve dig., 2015).
Calismamiza enzimatik sentez siireci ile ANMP eldesinde fosfatlayict enzimler aracigiyla
dNMP’tan ANTP doniisiim saglanirken, glikolizasyon ve ATP rejenerasyon sisteminde yolagin
tekrar sayisini arttiracak kimyasallar kullanilar dATP eldesi saglanmaktadir. Bu biyolojik
stireclerde kullanilan enzimler ve kimyasallar cevre kirliligi yaratmayip oldukca diisiik

maliyetle INMP eldesi saglamaktadir.

Farkli fizyolojik 6zelliklere sahip ¢esitli bakteri ve mantarlar, niikleik asitler iizerinde etkili olan
birgok enzimi iiretebilmektedirler. ANMP ve NMP eldesi igin Aspergillus oryzae tarafindan
tiretilen S1 niikleaz enzimi en etkili kaynaklardan biridir. S1 Niikleaz, tek zincirli niikleik
asitlere 6zgii bir endoniikleazdir ve 1s1yla denatiire edilmis DNA ve RNA'y1 hidrolize edip
dNMP ve NMP eldesini gergeklestirebilmektedir (Ando, 1966; Vogt, 1973). Enzimatik
kirilmalar ile elde edilmis ANMP’ler, Niikleozid monofosfat kinaz ve ATP isbirligi ile INDP’a,
daha sonra dNDP’lar ise niikleozid difosfat kinaz’in katalizlemesi ve yine ATP kullanimu ile
dNTP’lara doniistiiriiliir (Bochkov ve dig., 2006). Niikleik asitlerden dNMP eldesi igin,
dNTP'yi 5” ucundan kesen Crotalus adamanteus’dan elde edilmis 5'-niikleotidaz enzimi ve 5'-
TTP ve ATP'yi yikima ugratan yilan zehri fosfodiesteraz yalnizca 5’uglarindan kesmektedir
fakat 3’ uglarimi yikima ugratmamaktadirlar. dTMP’larin dTDP ve dTTP doniisiimii i¢in de
ATP, MgC1; ve 2-merkaptoetanol kullanilmistir. Yapilan ¢alismada dTDP ve dTTP iirlinlerinin
en verimli oldugu sicaklik 37°C ve zaman 15 dakika olarak belirlemislerdir

(Coutsogeorgopoulos ve dig., 1966). Daha sonra Ladner ve George (1985) ANMP eldesini 1s1
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ile denatiire edilmis DNA’ya DNazl uygulamasi ve niikleaz P1 eklenmesi ile saglamislardir.
HPLC analizinde DNA’dan dAMP déniisiimiiniin %93 verimle gerceklesmesi saglanmustir.
Zhang ve arkadaslari(2015); dATP, dCTP, dGTP ve dTTP niikleotitlerinden bir hidroksil
grubunu ¢ikarilmasini saglamis ve NTP rediiktaz enzimini kullanarak enzimatik NTP sentezi
i¢in yeni bir yaklasim tanimlamistir fakat hem Ladner ve George (1985) hem de Zhang (2015)
enzimatik dNTP iiretiminin kimyasal sentez ile liretim kadar verimli olmadig1i sonucuna
varmiglardir. Daha sonra Bao ve Dewey (2007) enzimatik sentez slirecinin verimini arttirmak
icin dNMP'den dNDP'ye fosforilasyonu Kkatalizleyecek S.cerevisiae’den elde edilmis
deoksiniikleozid monofosfat kinaz genlerini E. coli'ye klonlamiglardir. ANDP’den, dNTP'ye
dontisiimii olan ikinci adimda ise fosfat kaynagi olarak dATP, fosforilasyon i¢in piriivat kinaz,
PEP ve kofaktdr olarak Mg*? ve K* kullamlmistir. Bu ¢alisma, endiistriyel diizeyde ve fazla
miktarda enzimatik dNTP iiretiminin yapilinabilirligine dair 6n ¢alisma olmustur. Oh ve
arkadaglar1 (2003), timidilat kinaz ve asetat kinaz eksprese eden iki tiir rekombinant sus
hazirlamis ve bu enzimlerin dNMP ile reaksiyona girmelerini saglayarak dNDP ve dNTP
eldesini saglamistirlar. 5°-dTMP ilk olarak timidilat kinaz ile 5’-dTDP'ye fosforile edilip daha
sonra ATP rejenerasyonunu saglayan asetat kinaz ile 5'-dTDP 5'-dTTP'ye fosforile edilmistir.
Fosfat gruplarina sahip niikleotitler hiicre zarindan kolayca gegememektedirler. Asetat kinaz ve
timidilat kinaz hiicrelerden salinmadik¢a, dTMP ve ATP ile reaksiyona girememekte ve 5'-
dTTP'yi biyosentezi gerceklememektedir. Dolayisiyla hiicre membranin gegirgenligi
arttirllmalidir (Zhang ve dig., 2015). Hiicrenin gegirgenligini arttirmak i¢in toliien (Choi ve
dig., 2004); selatlama maddeleri, EDTA (Chen ,2007); deterjanlar, Triton X-100 (Galabova ve
dig, 1996), Tween (Galindo ve Salcedo, 1996), tuz stresi, sonikasyon ve dondurma-¢dzme gibi
yontemleri kullanilmaktadir (Chen ,2007). Bu bilgiler 1s1nda Zhang ve ark. (2015) EDTA,
toliien ve Triton X-100 kullanimi ile ANTP iiretiminin verimini arastirmislardir. Sonug olarak
en fazla ANTP iiretiminin EDTA kullanim1 sonucu oldugu sonucuna varmiglardir. Daha sonra
hiicre gegirgenligini arttirma sorununu asmak i¢in Ding ve ark. (2019) yaptiklar1 ¢alismada
dNMP kinazlarin tiimiiniin (AAMP kinaz, dGMP kinaz, dTMP kinaz, dCMP) buz niikleasyon
proteinin (ICE) N terminal kismui ile flizyon olusturmasini saglayarak E. coli hiicre yiizeyinden
dNMP’lar ile etkilesimini kolaylastirmislardir Son olarak 2020 yilinda Fehlau ve arkadaslar
NTP sentezinin daha once belirtilen kullanim alanlarina ek olarak Covid-19 tedavisinde
kullanilan sofosbuvir ve remdesivir gibi ilaglarin igeriginini NTP ve dNTP analoglarmin

olusturmasi nedeniyle de ayrica énemli oldugunu vurgulamislardir. Calismalarinda Piriivat
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kinaz (PK) ve PEP donorlerinin ATP doniisiimiinii saglayarak NTP sentezi verimini nasil
etkilediklerini arastirmiglardir. Sonug¢ olarak PK ve PEP ATP doniisiim sistemini saglayan
donorlerinin kullanimi NTP eldesini %97 nin iizerinde ger¢eklesmesini saglamis ve iiretim
hizint arttirdigint gostermislerdir. Tiim bu bilgileri bir araya getirirerek olusturdugumuz yeni
enzimatik ANTP eldesi yonteminde; S1 niikleaz enzimi ile ANMP eldesi saglandi, ADK1 ve
CDC8 genlerinin transformasyonu E.coli hiicrelerine gergeklestirildi, niikleotitlerin
monofosfattan trifosfata doniisiimiine yardimci olmasi i¢in membran gegirgenligini arttiran
EDTA ile fosfatlayici enzimler olan PK ve PEP igeren zenginlestirilmis besiyerinde inkiibe edip
son olarak HPLC yontemi ile kromatografik olarak Ol¢iim alinmasi seklinde tasarlandi.
dTMP’tan dTTP’a doniisiimii yiiksek basari ile sagladik. Rekombinant E.coli kontrol 139,2 +
9,116; Kirik DNA+ deney besiyeri 212,1 +25,98 ; dTMP+ deney besiyeri 288,5 + 8,103 pg/ul
olacak sekilde miktar hesaplamalart yapildi. Kirik DNA+ deney besiyeri *, p<0,05 ve dTMP+
deney besiyeri *** p<0,001 uygulamalar1 ile dTTP eldesi kontrole kiyasla anlamli bulundu.
Fakat enzimatik sentez siireci ile dATP eldesini basarili bir sekilde gerceklestirilemedi. ADK1
ifadesi gerceklesmedigi i¢cin kontrole kiyasla bir artis meydana gelmemistir. Daha sonraki
calismalarda enzimatik yol ile JAMP’den dATP’ye doniisiim yontemi igin hazirlanan deney
besiyerleri igerikleri, molariteleri ve siirelerinde optimizasyon ¢alismalar1 ve enzim aktivitesi

kontrolleri gibi ¢calismalar eklenilebilir.

Tim canli organizmalarda karbon metabolizmasi i¢cin EMP yolag kullanilmaktadir. Cesitli
karbon kaynaklari, biyosentetik ve enerji metabolizma onciilleri olan ¢ karbonlu (C3; 6rn.,
piriivat) ve iki karbonlu (C2; 6rn., asetil-CoA) metabolitlerin sentezlemesini saglamaktadir.
Asetil-CoA ek olarak yag asitleri, alkoller, alkanlar, izoprenoidler ve poliketidler (Clomburg ve
Gonzalez,2010; Felnagle ve dig., 2012) gibi gesitli endiistriyel a¢idan 6nemli bilesiklerin
metabolik onciisiidiir. Piriivatin dekarboksilasyonu sonucu Asetil-CoA iiretilir. Bu reaksiyonlar
sonucunda yalnizca biyosentetik Onciiller olusmaz bununla birlikte biiyiime ve gelisim icin
ihtiya¢ duyulan ATP eldesi i¢in de glikozu kismen okside eder (Lin ve dig., 2018). Bu
caligmada E.coli hiicrelerinde glikoz yolagini tetiklemek i¢in kullandigimiz zenginlestirilmis
deney besiyerinde inkiibe ettigimiz hiicrelerimizde kontrol hiicrelerinde kiyasla dATP eldesi
sagladik. E.coli kontrol besiyeri 5,892 + 0,4942; Kirtk DNA + deney besiyeri 35,83 + 7,027; ;
dAMP + deney besiyeri 50,54 + 25,51 pg/ul olacak sekilde miktar hesaplamalari yapildi. Kirik
DNA+ deney besiyeri, * p<0,01, endiistriyel dAMP+ deney besiyeri, ** (p<0,05) kontrole

goren anlamli bir sekilde dATP doniisiimiin sagladigint gosterdi. E.coli’nin glikoz akisinin
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kontrol mekanizmalarindan biri ATPaz iiretiminin artmasidir. Glikolizin enzimleri glikolitik
akisi ¢cok fazla kontrol edilemezken kontroliin cogu ATP talebinde baglidir ve glikolitik akistaki
artis hiicresel ATP seviyelerinde dinamik bir bloklanmaya yol agmaktadir. Glikoz akisi ile
ATPaz oraninin artmast ve ATP/ADP hidrolizinin artmast hiicre biiyiime hizi da
etkilenmektedir (Koebmann, 2002). dATP eldesini bakteriyel glikoz akisini bloklanmadan ve

ATPaz, ATP denegesini koruyarak basarimis ve optimize etmis olduk.

Tiim hiicrelerde glikoliz yolunda bir glikoz molekiiliinii privata pargalayarak 2 ATP molekiili
tireten ATP rejenerasyon sistemi mevcuttur. dATP sentez sisteminin de bir molekiil dAAMP’den
dATP fosforillenme siireci i¢inde ihtiyag duyulan 2 ATP molekiiliidiir. Dolayisiyla ATP
rejenerasyonu dATP sentez verimi i¢in ¢ok 6nemli bir basamaktir. EMP glikolitik yoluyla ATP
tiretimi ¢ok diistiktiir fakat genetik miihendisligi teknolojisi veya kimyasal efektor maddeler
kullanilarak metabolik akisin siirekliligi saglanabilmektedir (Antoniewicz, 2021; Ni ve dig.,
2021). EMP yolag: glikokinaz, fosfofruktokinaz ve piriivat kinaz gibi allosterik enzimlerin
anahtar rol oynadig1 bir yolaktir. Mg*?, K* ve amonyum (NHa) iyonlarmin bu enzimlerin
tizerinde diizenleyici etkileri bulunmaktadir. Amonyak konsantrasyonu fosfofruktokinazin
aktivitesini artirarark glikoz yolaginda enerjinin fruktoz-1,6-difosfat formunda depolanmasini
saglar. Dolayisiyla dAMP fosforilasyonu sirasinda iiriin sentezi i¢in gerekli olan yeterli enerji
ATP’den saglanmaktadir (Yoshino ve Murakami, 1985). EMP yolaginda NAD* proton tastyan
bir koenzim olarak reaksiyona katilir ve gliseraldehit-3-fosfat dehidrogenaz araciligiyla kendini
NADH'ye indirger. Bu EMP yolaginda gerceklesen tek redoks reaksiyonudur. Buna karsin
hiicre igi redoks kofaktor orani sabittir ve oksidasyon ile rediiksiyon arasinda bir denge vardir.
Glikolizin yolaginin devamliligi i¢in rejenerasyon yoluyla indirgenmis NADH'nin oksitlenmis
form olan NAD" yeniden oksitlenmesi gerekmektedir. Oksijen veya oksidan faktor
olmadiginda NAD" elektron alicis1 olarak asetaldehiti kullanarak etanol yoluyla rejenerasyon
yapilmaktadir. Dolayisiyla kimyasal etkili maddelerin (Mg?*, K*, NHs ve asetaldehit)
diizenlenmesiyle ATP rejenerasyon hizi artirilabilmekte ve bu hiz dATP sentez sisteminin
hizina ulastiginda dATP'nin etkin biyosentezi gerceklestirilebilmektedir. EMP yolunun
metabolik akigini diizenlemek ve verimli bir ATP rejenerasyonu ve baglanti sistemi kurmak
icin MgCl2.6H20, KCI, NH4Cl ve asetaldehit efektorler olarak optimize edilmistir. S.cerevisiae
belirlenen kimyasallar ile muamele edildiginde optimal sartlara gére 4 kat daha fazla dATP
eldesi saglanmistir (Xiong ve dig., 2023). Mg*2, K* ve NH™ iyonlarin1 ve NAD+ olusumu

destekleyecek asetaldehit iceren zenginlestirilmis deney besiyerinde inkiibe ettigimiz
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S.cerevisiae hiicrelerinde bu ¢alismada elde ettigimiz kirtk DNA’lar ile anlamli dATP eldesi
gerceklestirmis olduk. S.cerevisiae kontrol besiyeri 4,684 +0,7744; Kirik DNA+ deney besiyeri
59,17 +£11,48 olacak sekilde miktar hesaplamalar1 yapildi. Kirtk DNA+ deney besiyeri, **
p<0,01 kontrole goére anlamli dATP iretimi saglandi. Ayrica bakteriyel kontrol
mekanizmalarinin aksine mayada ATPaz ve ATP/ADP talepleri gibi bloklayici etmenlerin rol

almadig1 gosterilmistir (Schaaff ve dig., 1989; Koebmann, 2002).

Kanser hiicrelerinin oksijen varliginda glikozu anaerobik yolak olan laktik asit
fermantasyonuna yonlendirerek glikozu laktata doniistiirmesine Warburg etkisi (aerobik
glikoliz) denilmektedir (Vander Heiden ve dig., 2009). Kanser hiicreleri glikoz alimin1 arttirir
ve tiimor gelisiminde kan damarlar1 hipoksi durumundadir. Bu nedenle, anaerobik glikoliz esas
olarak enerji saglamak i¢in secilir. Tiimor hiicrelerinde hiicre ¢ogalmasina destek olan
dNTP’lerin, yliksek aktivitede hiicreye zarar verebilecek serbest oksijen radikalleri tiretiminin
Oniine gegmek gibi faydalar1 vardir (Ganapathy-Kanniappan ve Geschwind, 2013). Bizlerde
calismamizda kanser hiicrelerinin daha fazla ¢ogalmak i¢in kullandigi bu yolaktan
olusturacaklari dNTP’lerden elde etmeyi amacgladik. Metastatik meme karsinomu orijinli
epiteliyal insan meme kanser hiicre hatti olan MDA-MB-231 ve zayif agresif ve invaziv
olmayan insan meme kanseri hiicre hattt MCF-7"de glikoliz yolagin tetikleyerek dATP eldesi
hedefledik fakat iki kanser hiicre hattinda da sonug¢ alamadik. Kullanilan medyum igerisindeki
glikoz miktar1 ¢alismamizda kullanilanin ¢ok fazla kati olmasi dolayisiyla glikoz yolaginin
tetiklenmesi icin daha farkli kimyasal tetikleme yoOntemlerinin arastirilmasi gerektigini
diistinmektedir. Calismamiz bu konuda yapilan ilk deneme olup daha fazla optimizasyon

calismasina ihtiya¢ duyulmaktadir.

Bu calismada, enzimatik yolak ile dTTP eldesi, E.coli ve S.cerevisiae organizmalarinin glikoliz
yolaklarini tetikleyerek dATP eldesi saglandi. Ayrica elde edilen tiim verilerde kirikk DNA
eldesinin endiistriyel ANMP’lere yakin seviyelerde {iriin eldesi saglamasi yeni olusturulan kirik
DNA eldesi yonteminin de basarili bir sekilde calistigin1 gostermektedir. EK olarak, kanser
hiicre hatlarinda yapilan arastirmalarin ANTP eldesi yontemleri gelistime c¢alismalari igin

aydinlatici olacagi kanisindayiz.
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