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Danışman : Prof. Dr. Ercan ARICAN 

II. Danışman : Unvan Ad SOYAD 

 

Deoksiribonükleotit trifosfatlar (dNTP) bir deoksirboz şekeri, organik baz ve  fosfat grubundan 

oluşmaktadır. Doğal ve modifiye edilmiş dNTP’ler; Deoksironükleik asit (DNA) sentezi 

öncüsü, Polimeraz zincir reksiyonu (PZR), Floresan in situ hibridizasyon (FISH), aptamer 

üretimi ve dizileme gibi moleküler biyoloji ve farmasötik araştırmalar için yapı taşıdırlar. 

Modifiye edilmiş dNTPler ise kimyasal ya da enzimatik olarak sentezlenmektedir. Kimysala 

sentez sırasında kullanılan fosforlama ajanların çoğu toksiktir, üretim maliyeti yüksek ve çevre 

kirliliğine sebep olmaktadır. Bunun üstesinden gelmek için toksik olmayan enzimatik sentez 

sürecinde rekombinant hücreler ile gen anlatımı ve klonlaması gibi yöntemler kullanılmaktadır. 

Bu çalışmada enizmatik sentez süreçleri ve glikoliz ile adenozin trifosfat (ATP) rejenerasyonu 

yöntemlerini kullanarak çevre ile uyumlu, oldukça düşük maliyetle, uzun prosedürlere ve 

saatlere ihtiyaç duymayan deoksiAdenozin trifosfat (dATP) ve deoksitimidin trifosfat (dTTP) 

eldesi amaçlanmıştır. Rekombinant DNA teknolojisi ile dTTP, glikoliz yolağı ile dATP eldesi 

gerçekleşmiştir. 
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Deoxyribonucleoside triphosphates (dNTPs) 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. GİRİŞ 

Nükleik asitler; büyüme, gelişme ve kendini yenilemesi için gerekli olan tüm genetik bilgiye 

sahip olmalarından dolayı oldukça önemli biyolojik moleküllerdir. Nükleik asitlerin yapı 

birimleri olan nükleotitler birçok biyokimyasal olayda görev almaktadır. Nükleosit 

trifosfatların  (NTP) içeğinde bulunan adenin, guanin, sitozin ve timin veya urasil nükleobazları 

DNA ve RNA sentezi, replikasyonu ve translasyonu sırasında önemli bir rol oynar (Espinasse 

ve diğ, 2020). dNTP konsantrasyonları DNA replikasyonu uygunluğu ve mutasyon oranlarının 

kontrolünü sağlamaktadır. Nükleotit havuzlarının belli konsantrasyonlarda tutulmasının; hücre 

döngüsü kontrolü, protoonkogen işlevi, mitokondriyal işlev, virüs enfeksiyonuna karşı 

savunma, DNA uyumsuzluk onarımı (MMR), telomer uzunluğu belirleme ve mikrosatelit 

tekrarlama instabilitesi gibi birçok hücre süreçleriyle bağlantılı olduğu gösterilmiştir (Mathews, 

2014). Ek olarak nükleotitleri oluşturan nükleozit trifosfatlar pek çok enerji sağlayan metabolik 

yolakların ürünleridirler ve bu moleküller ile enerji gerektiren biyolojik süreçler 

gerçekleşmektedir. Metabolik yollakların bir kısmı ATP, adenozin difosfat (ADP) ve adenozin 

monofosfat (AMP) gibi nükleotitler ile düzenlenmektedir (Chargaff, 2012; Hassinen, 2014). 

dTTP, DNA oluşturmak için kullanılan ham maddelerden biri olarak bilinir. Ayrıca, DNA'nın 

sentetik sentezi, PZR'ler ve diğer PZR tabanlı uygulamalar için temel öncül olarak modern 

moleküler biyolojik araştırmalarda da gereklidir. Ek olarak bazı sakkaritlerin biyosentezinde 

dTTP ara madde olarak görev almaktadır. PZR uygulamalarına olan talebin artması ve DNA 

biyosentezi ve şeker kimyası araştırmalarının ortaya çıkması nedeniyle, dTTP'ye olan ihtiyaç 

giderek artmaya devam etmektedir (Jiao ve diğ., 2015). dNTP’ler; FISH, tamamlayıcı DNA 

(cDNA) sentezi, aptamer üretimi ve DNA dizileme gibi genetik mühendisliği, moleküler 

biyoloji, yaşam bilimleri, genetik tıp vb. alanlarında kullanılmaktadır. Bu nedenle en çok ihtiyaç 

duyulan ürünler arasındadır (Espinasse ve diğ, 2020).   

dNTP’lerin endüstriyel eldesinde yaygın olarak kullanılarak kimyasal süreçlerde organik 

çözücüler geri kazanılmalı, üretim maliyetini ve çevre kirliliğini azaltmak için geri 

dönüştürülmelidir. Kimyasal yöntemde ayrıştırma ve saflaştırma süreci pahalıdır ve çevre 

kirliliğine sebep olmaktadır.  Bu dezavantajları dönüştürmek adına enzimatik dNTP eldesi 

amaçlanarak çalışmalar yapılmıştır. Bao ve Dewey (2006), timidilat kinaz geni CDC8 ve 

adenilat kinaz geni ADK1 ile ifade olan iki tür rekombinant suş hazırlamış ve bu enzimlerin 
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deoksiribonükleosit monofosfat (dNMP) ile reaksiyona girmelerini sağlayarak 

deoksiribonükleosit difosfat (dNDP) ve dNTP eldesini sağlamıştır. Deoksitimidin monofosfat 

(dTMP) ilk olarak timidilat kinaz ile deoksitimidin difosfat (dTDP) ve dTTP’a 

dönüştürülürken; deoksiadenozin monofosfat (dAMP) ise adenilat kinaz geni yardımıyla 

dATP’ya dönüştürülmüştür. Tüm canlı organizmalarda karbon metabolizmasını sağlayan en 

temel yolak Embden-Meyerhoff-Parnas (EMP) yolağıdır. EMP, bir glikoz molekülü başına iki 

pirüvat, iki net ATP ve iki nikotinamid adenin dinükleotit hidrit (NADH) molekülü üreten 10 

enzimatik adımdan oluşan biyolojik süreçtir. ATP rejenerasyon hızının artırılmasıyla dATP 

sentez sisteminin hızına ulaştığında dATP'nin etkin biyosentezi gerçekleştirilebilmektedir (Lin 

ve diğ., 2018). Jian ve arkadaşları (2023), ATP rejenerasyon sistemini S.cerevisiae’de glikoliz 

yolağını tetikleyerek yaptıkları çalışmada dATP eldesini hedeflemiştirler. Saccharomyces 

cerevisiae'de dATP'nin biyokatalitik eldesi için hücre içerisindeki süreçleri kullanarak, verimli 

dATP sentezi gerçekleştirebilen ATP rejenerasyon sistemi kurulmuşlardır. Bu çalışmada, 

Rekombinant E.coli hücrelerinde enzimatik sentez sürecine ait yöntemler oluşturularak dTTP 

eldesi ile ATP rejenerasyon sürecini kullanan glikoliz yolağını tetikleyerek Enterobacteriaceae 

familyasının bir üyesi olan gram negatif bakteri E.coli, tomurcuklanan bir maya türü olan 

S.cerevisiae, metastatik meme adenokarsinomu orijinli triple negatif meme kanseri hücre hattı 

MDA-MB-231 ve östrojen pozitif meme kanseri MCF-7 hücre hattında dATP eldesi 

amaçlanmıştır.  
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2. GENEL KISIMLAR 

2.1. REKOMBİNANT DNA TEKNOLOJİSİ 

Gıda, sağlık, temiz ve güvenli bir ortam temel insan gereksinimleridir. Sanayi ve teknoloji 

alanlarında meydana gelen gelişmeler gıda üretiminde artış ve sağlık sisteminde ilerlemeler gibi 

avantajlar sağlarken, hala daha tüm dünyaya yetebilecek kapasiteye sahip olmaması ve çok 

fazla çevre kirliliğine neden olması gibi dezavantajlara sahiptirler. Eski ve geleneksel 

yöntemler yerine artık daha az zaman alan ve daha güvenilir ürünlerin ortaya çıkarılmasını 

sağlayan moleküler klonlama ve transformasyon gibi, genetik mühendisliği araçları ve 

yaklaşımları kullanmaya başlanmıştır (Kumar ve Kumar, 2015).  

Hastalıkların tedavilerinde en önemli rolü alan ilaçların çoğu biyoteknoloji alanında 

oluşturulmuş rekombinant ürünlerdir. Rekombinant DNA teknolojisiyle sentezlenen farmasötik 

ürünler sayesinde insan yaşamı tamamen değişmiştir (Firdos ve Wang, 2022). Ayrıca 

biyoyakıtlar ve biyoetanolün dönüştürülmesi, petrol sızıntılarını, karbon ve diğer toksik atıkları 

çevreye zarar vermeyecek şekilde geri dönüştürülmesi için de genetik mühendisliği 

uygulamaları kullanılmaktadır (Ullah ve diğ., 2015). Dolayısıyla tüm bu zorlukların üstesinden 

gelmek için çok büyük bir potansiyele sahiptir. 

1975 yılında yapılan Asilomar Konferansında rDNA teknolojisinin geliştirilmesi, kullanım 

alanları ve güvenirlirliği hakkında tartışmalar yapılmıştır. Bu konferansta konuşulanların aksine 

tarım ve ilaç geliştirmek için kullanılan rekombinant DNA yöntemleri tahmin edilemeyen 

deneysel zorluklar dolayısıyla daha uzun sürede ilerlemiştir. Süreç yavaş ilerlese de ilaçlar, 

hormonlar, aşılar, terapötik ajanlar ve teşhis araçları gibi bir çok ürün  sağlık alanında 

kullanılmak üzere sürekli olarak geliştirilmektedir (Bazan-Peregrino ve diğ., 2013).  

Hücrenin içerisine dışarıdan yabancı bir DNA’nın girmesi ve hücre içerisinde ifade olmasının 

sağlanmasına aracı olan rekombinant DNA teknolojisinin ortaya çıkışı biyolojideki gelişmeyi 

kökten değiştirmiştir. Tıbbi genetik ve biyomedikal alanlarında mikroorganizmaları, hayvanları 

ve bitkileri kullanarak yararlı maddeler elde edilmesini sağlamış ve geniş bir yelpazede 

terapötik ürün üretmek için fırsatlar sunmuştur (Steinberg ve Raso, 1998). 



4 

 

 

 

 

Şekil 2.1: Rekombinant DNA Teknolojisinin basamakları. Rekombinant DNA Teknolojisi, istenilen 

gen bölgesini içeren DNA fragmenti ile bakteri hücresinden elde edilmiş plazmitin restiriksiyon 

enzimeleri ile kesilmesi daha sonra kesilmiş gen bölgesi ve plazmitin bir araya getirmesi ve son 

olarak konak hücre içerisine aktarılması ile gerçekleşir. Konak hücre içerisinde plazmitin içerisine 

aktarılan gen bölgesinin ifade olması hedeflenir (Gill ve diğ., 2023). 

 

Frederick Griffith’in 1928 yılında zatüreye sebep olan bakteriler üzerinde yaptığı çalışmalar 

sırasında ısı ile öldürülmüş patojenik bir bakterinin, patojeniteye sahip olmayan hücreleri 

dönüştürebildiğini ve dolayısıyla transformasyonu keşfetmiştir (Das ve Hirak, 2015). Bu 

çalışmaları İsviçreli biyolog Werner Arber ve meslektaşlarının DNA'yı belirli dizilerden kesen 

restriksiyon endonükleazları ve Arber ve Stuart’ın (1969) DNA ligazlarını keşfetmiştir. 

Stanford Üniversitesi'nde Stanley Cohen, plazmitlerin bağımsız bir şekilde 

kopyalayanabildiklerini ve konjugasyon yolu ile DNA parça değişimini 
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gerçekleştirebildiklerini bulmuştur (Cohen ve diğ., 1972). Ulusal Sağlık Enstitüsü’nden Martin 

Gellert 1967 yılının başlarında, Escherichia coli özütünden elde edilen doğrusal olan λ (lamda) 

faj DNA’sının magnezyum (Mg+2) iyonları yardımıyla dairesel forma dönüştürülebileceğini 

göstermiştir (Gellert, 1967). Tüm bu çalışmalar Rekombinant DNA teknolojisinin temelini 

oluşturmuştur. İki farklı türden elde edilen DNA’ların bir araya getirilmesi ile hibrit DNA 

molekülünün oluşturulmasını sağlayan teknolojiye Rekombinant DNA Teknolojisi 

denilmektedir ve sonraki yıllarda bu çalışmalar daha da geliştirilmiştir. (Glick ve Cheryl, 2017). 

İlk yapılan çalışmalarda Rekombinant DNA teknolojisi ile klonlanmış insülin genlerinin bir 

maymun virüsü parçasının içine yerleştirilmesi yoluyla genetik ifadesi sağlanmıştır (Lomedico, 

1982). Kanser çalışmalarında da rekombinant DNA teknolojisi kullanılmıştır. Tümör oluşumu, 

metastaza yol açan antianjiyojenik faktörlerden insan salgı formunu kodlayan gen adenoviral 

vektör kullanılarak baskılanmıştır. Hedeflenen geninin baskılanması diğer konaklarda 

antitümör türevleri üretmek için teşvik edici olmuştur (Li ve diğ., 2013). Ek olarak rekombinant 

DNA teknolojileri kullanılarak daha uzun süre etkili olan terapötik proteinler geliştirilmiştir. 

Örneğin, FSH β-alt birim kodlama dizilerini ve hCG β-alt birim kodlama dizilerinin C-terminal 

peptidini içeren yeni bir kimerik gen geliştirilmiştir (Fauser ve diğ., 2009). Araştırmacılar 

ayrıca gen terapisi ve genetik modifikasyon yöntemlerine uygun ve daha etkili kompleks 

vektörleri gelitirmiştlerdir. Şu anda, viral vektörler klinik ortamlarda büyük ilgi görmektedir ve 

bunlardan bazıları ticarileştirilmiştir. Virüslerden elde edilmiş olan vektörler klinik araştırmalar 

için daha güvenli hale getirilicek şekilde geliştirilmektedir. Kanser de dahil olmak üzere ciddi 

hastalıkların in vivo veya gen terapisi (ex vivo), aşılama ve protein transdüksiyonu yaklaşımları 

ile tedavisi de dahil olmak üzere çeşitli uygulamaları vardır (Merten ve Gaillet, 2016) . Klinik 

alanlarda kullanılan viral vektörlerin üretiminin geliştirilmesi ve iyileştirmesi ileri teknoloji 

kullanımı sayesinde daha kolaylaşmaktadır (Merten ve diğ., 2014). Ciddi yan etkiler 

oluşturması nedeniyle, retroviral vektörler yerinde özellikle kaslar olmak üzere belirli dokulara 

doğrudan enjekte edildiğinde DNA vektörleri  kullanır ve en az yan etkiyle önemli düzeyde gen 

ifadesi üretmesi sağlanır (Ginn ve diğ., 2012). Son yıllarda yapılan araştırmalar sonucu 

Rekombinant DNA elektroporasyon yöntemleri sayesinde başarıyla aktarılmaktadır. Bu yeni 

klonlama sistemi, başlangıçta ortalama 130-150 kb çift ek parçası boyutunda 15.000 klon 

kütüphanesi oluşturmak için kullanılır (Rivero-Müller ve diğ., 2007). Örneğin, pWSK29, 

pWKS30, pWSK129 ve pWKS130 gibi düşük kopya sayısına sahip vektörlerin inşası PZR ve 

rekombinant DNA teknolojisi kullanılarak gerçekleştirilmiştir. Bu vektörler ayrıca ekzonükleaz 
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ile tek yönlü delesyonlar, tamamlayıcı analiz, DNA dizilemesi ve akış transkripsiyonu 

oluşturmak için de kullanılabilmektedir (Metzger IV ve diğ., 2009). 

Rekombinant DNA teknolojisi, canlı organizmalarda veya bunların ürünlerinde, gelişmiş ve 

istenen özellikleri elde etmek için bir organizmanın genetik materyalini değiştirmeyi içerir. Bu 

teknoloji, istenilen DNA dizisinin bir vektör içerisine eklenmesini ile gerçekleşmektedir (Berk, 

2008). Organizma genomunda genlerin ve plazmitlerin bir araya getirilmesi sonucu gen 

ifadesinde düzenleme sağlanabilmektedir (Bazan-Peregrino ve diğ., 2013). Restriksiyon 

endonükleazları aracılığıyla olan enzimatik kesim sonucunda DNA bölgeleri belirli hedef 

dizilerden kesilir ve daha sonra birleştirilmek istenilen vektör içerisine DNA ligaz enzimi 

kullanılarak aktarılır. Daha sonra vektör, eklenilen DNA parçasının birden fazla kopyasını 

üretmek için büyütülen bir konak organizmaya aktarılır ve son olarak ilgili bir DNA parçasını 

içeren klonlar seçilir ve alt kültürlenir (Venter, 2007).  

 

2.2. NÜKLEOTİT YAPILARI 

Bir deoksirboz şekeri, organik baz ve bir fosfat grubu oluşan nükleotit, organizmadaki en 

önemli moleküllerden biridir. Bir nükleotit üç fosfat grubu içermektedir fakat DNA sentezi 

sırasında iki fosfat grubu ayrılır dolayısıyla oluşan DNA ipliği nükleotit başına bir fosfat grubu 

içerir. DNA’da organik bazlar pürin ve pirimidin bazları olarak iki tanedir. Purinler ve 

pirimidinler, azot içeren heterosiklik aromatik bileşiklerden oluşmaktadır. Pirimidinler, iki azot 

atomu içeren heterosiklik halkası iken purinler 4 ve 5 numaralı karbonlarında heterosiklik 

halkaların birleştiği bileşikleridir ve dört azot atomu içerir. Purin, bir imidazol (CH3)N 

halkasına kaynaşmış bir pirimidin halkası olarak pirimidin türevi olarakta adlandırılmaktadır 

(Mikhailopulo ve Miroshnikov, 2010). DNA ve RNA’da ortak olarak adenin ve guanin 

pürinlerdir. Sitozin ve timin DNA'da bulunan pirimidinler iken sitozin ve urasil RNA'da 

bulunan pirimidinlerdir. 
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Şekil 2.2: Pürin ve Pirimin kimyasal yapılarının gösterimi. DNA’daki pürinler RNA ile ortak olarak 

adenin ve guanin’dir. DNA'da bulunan pirimidinler sitozin ve timin iken RNA'da bulunan 

pirimidinler sitozin ve urasildir. (Balasubramaniyam ve diğ., 2021’den alınmıştır)  

 

DNA’da 2-deoksi-D-ribofuranoz'a (2′-Deoksiriboz) veya RNA'da D-ribofuranoz (D-riboz;) 

pentozlaranın C1′ karbonu ile purin içindeki N9 atomu ve pirimidin içindeki N1 atomu arasında 

N-glikozidik bağı oluşturması sonucu nükleozit yapısı meydana gelmektedir. Nükleozitlerin 

esterifikasyonu ile molekülün 5’ ucundan fosforile edilmesi sonucu nükleotitler oluşmaktadır. 

Fosfatlar mono-, di- veya tri şeklinde ayrılmaktadır  (Gupta ve Gupta, 2021). 
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Şekil 2.3: Organik bazların deoksiriboz şekeri ile N-glikozidik bağ oluşturması ile nükleozit yapısı 

oluşur ve nükleozitlerinde fosforile olması ile nükleotit yapısı oluşmaktadır (Giuliani ve diğ., 

2019 ) 

 

 

2.3. NÜKLEOTİT ANABOLİZMASI 

Hücrelerde dNTP üretimi için de novo ve kurtarma yolu (salvage) olarak iki farklı biyosentetik 

yolak bulunmaktadır. De novo yolunda amino asitler ve glikozdan nükleotitler 

sentezlenmektedir. Kurtarma yolağında ise nükleotit oluşumu için DNA veya RNA yıkılması 

ile oluşan nükleozitler veya bazlar kullanmaktadır (Walter ve Herr, 2022). 
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Şekil 2.4: Pürin ve Pirimidin sentezinin de nova ve salvage yolaklarının gösterimi. 

 

2.3.1. De novo ve salavage purin biyosentezi 

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

edilir. Çok sayıda amino asit substratı, glutamin, ATP ve türevleri, gibi tek karbonlu üniteler 
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aracılığıyla 10 adımlı enzimatik bir süreç ile gerçekleşmektedir. Bu süreç farklı ortamlarda ve 

hücre çoğalması sırasında purinin homeostazını korumakta, hayatta kalma ve metabolizma 

ihtiyaçlarını karşılamaktadır. De novo purin biyosentezi tüm yüksek organizmalarda,  altı farklı 

enzim kullanılarak fosforibozil pirofosfattan (PRPP) inosin monofosfata (IMP) dönüşümün 

katalize edilmesi ile gerçekleşmektedir. Birinci olarak pirofosfat glutaminin amino grubunun 

eklenmesi ile imidazol halkası oluşturulur. Daha sonra, glisin, metilchuanil ve amino grupları 

sırayla bağlanarak 5-aminoimidazol nükleotit (AIR) yapısı oluşturulur. Aspartik asit 

karboksilat, formil ve son olarak IMP oluşturmak için yıkılır ve amino grubu eldesi sağlanır. 

IMP amino grubunu kendine eklediğinde AMP'ye dönüştürülür. Amino grubu, adenilat 

süksinik asit oluşturan ve fumarik asidi serbest bırakacak olan aspartik asitten elde 

edilmektedir. İlk reaksiyonu katalizleyen enzim adenilat süksinat sentaz (ADSS) GTP ile enerji 

oluşmasını sağlar. İkinci reaksiyon adenilat süksinat liyaz (ADSL) enzimi aracılığı ile 

gerçekleşmektedir. IMP, hipoksantin nükleotit dehidrogenaz (IMPDH) tarafından 

oksitlenelerek ksantin üretir. GMP üretimi ise glutaminin amino grubunu kabul etmek için 

guanilat sentaz (GMP) görev almaktadır. Sonuç olarak bu enzimlerin katalizlemeleri sonucu 

adenozin monofosfat (AMP) veya guanozin monofosfata (GMP) IMP’den dönüştürülür. Purin 

nükleotitlerinin remedial yolu adenozin kinaz (ADK), adenin fosforiboziltransferaz (APRT) ve 

hipoksantin guanin fosforiboziltransferaz (HGPRT) enzimlerini içermektedir. Üç enzim de 

NMP üretimini katalize etmektedir. ADK' enziminin substratı ATP harcayan adenozin iken 

diğer iki enzimin substratı olarak purindir ve PRPP kullanmaktadır. Bir IMP molekülünün 

üretimi için beş ATP molekülü, iki glutamin ve format molekülü ve bir glisin, aspartat ve 

karbondioksit molekülü gereklidir.  Öte yandan kurtarma yolunda PRPP serbest purin bazları 

hipoksantin, adenin ve guanine bağlanabilir ve kurtarma enzimleri hipoksantin guanin 

fosforiboziltransferaz (HGPRT) ve adenin fosforiboziltransferaz (APRT) tarafından ilgili tek 

nükleotitlerine dönüştürülebilir (Allsop ve Watts, 1986). Çeşitli enzimlerin ortak etkisi ile yolak 

hızını arttırarak IMP'nin AMP'ye yıkımı sağlanır ve böylece AMP verimi GMP göre daha fazla 

artmaktadır. Purin doğal yollarla insan sağlığı için büyük öneme sahip olmasına karşın invaziv 

kanser türlerinde yüksek purin ihtiyacı ve üretimi bulunmaktadır (Robinson ve diğ., 2020). 

Hücrede bulunan nükleobazlar ve nükleozitlerden kurtarma yolu ile purin sentezi 

sağlanmaktadır. Purin nükleozitlerinin karşılık gelen nükleobaz ve riboz-1-fosfata yıkımını 

pürin nükleozit fosforilaz enzimi katalize etmektedir. Purin nükleobazları nükleobaz 

fosforibozil transferaz enzim aktivitesi aracılığıyla nükleozit monofosfata dönüştürülmektedir. 
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Nükleozit monofosfatın nükleozit difosfata veya trifosfata dönüşümünü nükleozit kinazlar 

katalize ederek nükleotit oluşumu gerçekleşmektedir (Kumari ve Tripathi, 2021). 

2.3.2. De novo ve salvage pirimidin biyosentezi  

De novo pirimidin sentezi altı enzim ve onların oluşturduğu altı reaksiyondan oluşur: 

Karbamoil Fosfat Sentetaz 2 (CFS II), Aspartat Transkarbamilaz, Dihidroorotaz (CAD), 

Dihidroorotat dehidrogenaz (kinon) (DHODH), 1-Orotat Fosforibozil Transferaz ve 2-

Orotidin-5′-Dekarboksilaz/Üridin Monofosfat Sentetaz (UMPS) (Lane ve Fan, 2015). CFS-II 

de novo pirimidin biyosentezindeki ilk enzimdir ve CO2, glutaminin, aspartat karbamoilazı 

(ATKaz) ve karbamoil aspartat üretmek için aspartik asit ve karbamoil fosfatın katalizlerini 

sağlar. ATP tüketmez ve karbamoil fosfat hidrolizi ile çalışır (Simmer ve diğ., 1990). 

Karbamoil fosfatın oluşumu pirimidin sentezinin ilk basamağıdır. Glutamin ve bikarbonatın 

sırayla karbamoil-fosfat, karbonil-l-aspartat ve dihidroorotata dönüştüğü reaksiyonu 

düzenleyen enzim CAD enzimdir (Li ve diğ., 2021). İç mitokondriyal zarda lokalize olan 

DHODH, ubikinonu indirgeyerek dihidroorotatın orotata oksidasyonunu sağlar ve 

mitokondriyal elektron taşıma zincirini ve oksidatif fosforilasyonu (OXPHOS) düzenlemek için 

solunum kompleksleri II ve III ile etkileşime girer (Bajzikova ve diğ., 2019). Mitokondriyal iç 

zarın dış tarafında bulunan FMN ve demire (Fe2+) bu enzim ihtiyaç duymaktadır. Pirimidin 

sentezinde yer alan diğer beş enzim sitozolde bulunur. de novo pirimidin eldesi yolağının son 

2 basamağında kullanılan enzim UMPS enzimidir. UMPS orotat fosforibosil transferaz 

aktivitesi aracılığıla orotat ve orotidin monofosfat (OMP) üretilmesini sağlar. UMP üretmi için 

OMP dekarboksilaz, OMP dekarboksilasyonunu gerçekleştirir. Purin nükleozid trifosfatın 

sentezine benzer olarak uridin trifosfatın (UTP) sentezi gerçekleşmektedir. CTP sentaz 

tarafından katalize edilen UTP'ye amonyak eklenmesi sonucu sitidin trifosfat (CTP) oluşur. 

Hayvanlarda amino grubu glutamin tarafından sağlanırken, bakterilerde doğrudan amonyak 

eklenmesi sonucu gerçekleşir. OMP'nin dekarboksilasyonunun ürünü Uridin monofosfattır. 

UMP. UDP, UTP, dTTP, CTP ve dCTP'yi sentezlemek için kullanılan UMP, de novo ve 

kurtarma pirimidin sentez yollaklarında kullanılan ortak yapı birimidir (Löffler ve diğ., 2005). 

Kurtarma yolağı ile pirimidin eldesinde, pirimidin bazları ve nükleozidleri kullanmaktadır. 

Hücre içerisindeki nükleotitlerin yıkılması sonucu veya permeazlar tarafından dış ortamdan 

hücreye aktarılması sonucu pirimidin bazları veya nükleozitleri elde edilmektedir pirimidin 

nükleozid fosforilazları aracılığıyla üridin, sitidin ve timidin sırasıyla urasil, sitozin ve timine 
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dönüştürülür. Urasil fosforibozitransferaz enzimi urasili UMP'ye dönüştürür. Sitozin deaminaz 

enzimi Sitozini urasile deaminasyona uğratır. Sonuç olarak oluşan urasil de UMP'ye 

dönüştürülür. Urasil ve sitozin tarafından üretilen UMP; UDP, UTP ve CTP'ye dönüştürülür 

(Kumari ve Tripathi, 2021). 

2.4. NÜKLEOTİTLERİN KİMYASAL SENTEZİ 

Deoksinükleotit monofosfatlar başlangıç materyali olarak kullanılmaktadır. Pirofosforik asit ve 

disiklohekzokarbodiimid (DCC) fosforlama ajanları olarak kullanılır. Kimyasal yöntemde 

kullanılan ajanların çoğu toksiktir. Reaksiyon sonucunda reaksiyona girmemiş dNMP, dNDP,  

pirofosfatlar ile DCC, ortofosforik asit ve deoksinükleositin ayrıştırılması gerekmektedir. Ek 

olarak, kimyasal sentez sırasında kullanılan piridin veya N, N-dimetilformamid gibi çözücüler 

geri kazanım sürecinden geçirilmeli, üretim maliyetini ve çevre kirliliğini azaltmak için geri 

dönüştürülmelidir. Dolayısıyla ayrıştırma ve saflaştırma süreci pahalıdır ve çevre kirliliğine 

sebep olmaktadır (Yang ve diğ., 2014; Zhang ve diğ., 2015). 

2.5. NÜKLEOTİTLERİN ENZİMATİK SENTEZİ 

 Kimyasal sentezin ayrıştırma ve saflaştırma süreçlerinin uzun ve pahalı olması ve toksik 

içerikleri gibi sınırlamalarının üstesinden gelebilmek için enzimatik dNTP sentezi yöntemleri 

geliştirilmiştir (Zhang ve diğ., 2015). Enzimatik süreçte dNMP’lar biyolojik süreçlerde ilgili 

biyokimyasal aktiviteyi gösteren enzimler tarafından sentezlendiği için herhangi bir toksik ürün 

ortaya çıkmamaktadır. Enzimatik sentez süreci, dNMP eldesi ve dNMP’lara fosfat gruplarının 

eklenmesi ile dNDP ve daha sonra dNTP oluşumu ile ortaya çıkmaktadır (Oh ve diğ., 2003; 

Loan ve diğ., 2019). dNMP eldesi DNA’yı kesen enzimler aracılığı ile gerçekleştirilmektedir. 

dNMP üretiminin kompleks ve pahalı bir süreç olması daha uygun fiyatlara eldesini sağlayan 

enzimatik kesim süreçlerine yönlendirmiştir. dNMP ve NMP üretim maliyetini düşürmeye 

yönelik ilk yaklaşım, nükleik asitleri dNMP’lara hidrolize edebilecek daha uygun mikrobiyal 

kökenli enzimlerin araştırılmasıdır. İkinci yaklaşım ise immobilize enzimlerin uygulamaları ve 

bunlara dayalı bir biyoreaktörlerin oluşturulmasıdır. Biyoreaktörler doğal bir enzimin benzersiz 

özelliklerini ve bir katalizörün avantajlarını birleştirir bunun yanı sıra reaksiyonun yüksek 

özgüllüğü, kesintisiz bir akış içerisinde reaksiyonu gerçekleştirme imkanı, reaksiyon 

ürünlerinin kolay ayrılması ve sürecin otomatik kontrolü olasılığı gibi özellikleri de 

sağlamaktadır (Bochkov ve diğ., 2006). Enzimatik süreç, kimyasal reaktiflerle ön işleme tabii 
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tutulan hücrelerden enzimleri izole etmek ve saflaştırmak için gereken zahmetli ve pahalı 

süreçleri ortadan kaldırmıştır. Kullanılan enzimlerin hücrelerin yüzeyinde olması ve substratla 

doğrudan temas edebilmesinden dolayı hücre geçirgenliğini arttırmak için deterjan muamelesi, 

enzim proteininin ayrıştırılması ve saflaştırılması gibi süreçler ortadan kaldırılmıştır. 

Dolayısıyla düşük maliyet ile yüksek verimlilikte dNTP üretimi sağlanmaktadır.  

 

 

Şekil 2.5: Nükleotitlerin enzimatik süreç ile eldesi. İlk olarak DNA nükleaz ile kesime uğratılır ve 

dNMP eldeleri sağlanır. Daha sonra fosfatlayacı enzimler aracılığıyla dNMP’tan dNDP’a ve 

dNTP dönüşümü sağlanır.  

 

 

2.6. GLİKOZ METABOLİZMASI TETİKLENEREK ATP REJENERASYON 

SİSTEMİ ARACILIĞIYLA NÜKLEOTİT SENTEZİNİN DÜZENLENMESİ 

Tüm canlı organizmalarda ortak bir merkezi karbon metabolizması glikoliz, pentoz fosfat yolu 

ve trikarboksilik asit (TCA) döngüsü gibi her biri oldukça korunan farklı reaksiyonlardan 

oluşmaktadır. Evrimsel olarak merkezi metabolizma, yolak uzunluğu, uygun termodinamik 

koşullar, metabolik ara maddelerin kimyasal özellikleri, radikal enzimlerden kaçınma ve toksik 

ara maddeler dahil olmak üzere belirli bir biyokimyasal kısıtlama kümesi altında temel hücresel 

metabolitleri birbirine dönüştürmek için optimum bir çözüm oluşturulduğu düşünülmektedir. 

Bu senaryoda, optimum ATP verimi EMP veya en yüksek oranları Entner-Doudoroff (ED) 
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sağlayanlar olarak rekabette diğer yolakları geride bırakmış olduğu varsayılmaktadır (Iacometti 

ve diğ., 2022). 

Bakteriyel glikoz metabolizması EMP, ED, pentoz fosfat yolu (PPP) ve oksidatif yol (glukonik 

asit yoluyla) dahil olmak üzere birden fazla yolun düzenlenmiş eylemlerini içermektedir 

(Romano ve Conway,1996). Bu yolaklar pirüvat, NADH ve/veya (NADPH) kullanarak ve 

enerji (ATP) üretimini sağlayarak bir biyoüretim merkezi olarak görev almaktadırlar (Fraenkel 

ve Vinopal, 1973). Tüm canlı organizmalarda karbon metabolizması için temel yapıyı EMP 

yolu sağlamaktadır. EMP yolağı bir glikoz molekülünün kullanıldığı sırada iki pirüvat, iki ATP, 

iki NADH molekülü oluşumunu sağlayan ve 10 enzimatik adımda gerçekleşen bir süreçtir (Lin 

ve diğ., 2018). Enterobacteriaceae bakteri ailesinin bir üyesi olan Escherichia coli (E.coli), 

genellikle insanların ve sıcakkanlı hayvanların gastrointestinal sistemlerinin en yaygın bulunan 

en önemli patojenlerden biridir (Kaper ve diğ., 2004). En bilinen insan ve hayvan 

patojenlerinden olması dolayısıyla çeşitli birçok hastalıklardan sorumludur. E. coli'nin kolay 

çalışılınabilir olması, tam genom haritasının bilinmesi ve oksijenli ya da oksijensiz ortamlara 

uyum sağlama gibi kendine özgü özellikleri, biyoteknoloji alanında çok önemli bir konak 

organizması yapmaktadır. E. coli, rekombinant DNA teknolojisi alanında en çok kullanılan 

mikroorganizma olması dolayısıyla hem endüstriyel hem de tıbbi alanda çok çeşitli 

uygulamalarda kullanılmaktadır ( Yoo ve diğ., 2009). Örneğin, EMP yolağı ve 2-C-metil-D-

eritritol 4-fosfat yolağı (MEP) E. coli'de izoprenoid biyosentezi için yaygın olarak 

kullanılmaktadır (Liu ve diğ., 2013). 

Glikoliz yolağında ilk basamak olan glikozun fruktoz-1,6-bisfosfata dönüştürülmesi sırasında 

2 ATP molekülü tüketilmektedir. Pirüvata dönüştürülen her şeker için 2 ATP ve 1 NADH 

üretilir. Dolayısıyla glikoliz yolağı sonucunda her glikoz için 2 ATP, 2 NADH ve 2 pirüvat 

molekülü oluşmaktadır (Bakker ve diğ., 2001). Saccharomyces cerevisiae (S. cerevisiae), 

güvenli gıda sınıfında yer alan tomurcuklanan bir mayadır. Fermente edici gıdaların (ekmek), 

içeceklerin (bira, şarap, içkiler), biyoyakıtların üretiminde, farmasötik ve diğer önemli 

biyokimyasal bileşiklerin üretimi için bir hücre fabrikası olarak kullanılmaktadır (Parapouli ve 

diğ., 2020). S. cerevisiae'de pirüvatın daha fazla parçalanması solunum veya fermantasyon 

yoluyla meydana gelebilir. Solunum yolu, pirüvat dehidrogenaz ve TCA döngüsü yoluyla 

pirüvatın CO2'ye tamamen oksidasyonunu içerir ve ATP ve mitokondride oksitlenerek daha 

fazla ATP üretebilen indirgenmiş kofaktörler (örneğin NADH) sağlar. Pirüvat pirüvat 
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dekarboksilaz tarafından asetaldehite dekarboksile edilip alkol dehidrogenaz tarafından etanole 

indirgenir. S. cerevisiae'deki solunum yolu, glikoz başına yaklaşık 16 ATP üretirken, 

fermantasyon yolu, glikoz başına yalnızca iki ATP'lik net bir kazançla sonuçlanır. Solunum 

yolu tarafından sağlanan daha büyük ATP-glikoz oranına rağmen, S. cerevisiae, bu şeker 

büyüme ortamında bol miktarda olduğunda, yine de oksijen varlığında glikozu fermente eder 

(Pfeiffer ve Morley, 2014). 

Warburg etkisi kanser hücrelerinin oksijen varlığında glikozu anaerobik yolak olan laktik asit 

fermantasyonuna yönlendirerek glikozu laktata dönüştürmesi olayıdır (aerobik glikoliz) 

(Vander Heiden ve diğ., 2009). Glikoz iki ATP molekülü harcayarak glikoz-6-fosfat ve 

ardından fruktoz-6-fosfat ve fruktoz-1,6-bisfosfata dönüşürek glikoliz yolağını 

oluşturmaktadır. Daha sonra Fruktoz-1,6-bisfosfat, iki üç karbonlu bileşiğe (dihidroksiaseton 

fosfat ve gliseraldehit-3-fosfat) ayrılır. Son olarak Gliseraldehit-3-fosfat molekülleri daha sonra 

NADH ve ATP üretimiyle pirüvata dönüşümü sağlanarak tamamlanır. Kanser hücreleri, 

glikoliz yolunda üretilen glikoz 6-fosfatı ham madde olarak kullanırlar, nükleotit sentezi için 

ise 5-fosfat riboz üretmek üzere PPP veya metabolik ara maddeleri kullanırlar (Pei ve diğ., 

2022).  

Glikoliz; MYC, nükleer faktör-κB (NF-κB), protein kinaz B, AKT ve RAS olarakta bilinen 

birçok onkogen tarafından düzenlenir (Dang ve Semenza, 1999). Proliferasyon ve otofaji gibi 

çeşitli hücre aktivitelerini kontrol eden AKT bir serin/treonin protein kinazıdır. Ayrıca AKT, 

glikoliz yolağını GLUT1 ekspresyonu, fosfofruktokinaz-1 (PFK-1) ve heksokinaz (HK II) 

aktivitelerini arttırarak etkilemektedir (Feng ve diğ., 2020; Robey ve Hay, 2006; Wieman ve 

diğ. 2007). PFK-1 ve HK-II'nin aktivitesinin artması glikoliz yolağının etkinliğinide 

etkilemektedir. 3-fosfogliserik asit bir dizi reaksiyondan sonucunda serine dönüştürülür. Bu 

dönüşüm nükleotit de novo sentezi için bir karbon birimi sağlayan glisinin oluşumunu tetikler. 

AKT, PPP'nin oksidatif olmayan yolunda TKT'nin fosforilasyonu yoluyla transketolazı aktive 

ederek 5-fosforiboz ve PRPP sentezini destekler ve purin ribonükleotit sentezini artırır (Saha 

ve diğ., 2014). Ayrıca Kanser hücrelerinde, DNA'yı sentezleyen ve hızlı hücre çoğalması 

sırasında transkriptomu koruyan ribozomal RNA'nın daha fazla oluşması gerektirir bu da 

nükleotit üretiminin büyük ölçüde artmasına neden olur (Aird ve diğ., 2013). Ek olarak 

nükleotitler  neredeyse tüm kanser türlerinin önemli besin yollarının ve kemoterapötik 

hedefinin önemli bir metaboliti olarak rol oynamaktadır (Chon ve diğ., 2017). De novo nükleotit 
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biyosentetik yolunda görev alan birçok enzim kanserlerde de upregüle veya aşırı aktive olur 

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

Meme kanseri, kadınlarda en sık teşhis edilen kanser ve kanser ölümlerinin önde gelen 

nedenidir ve kadın kanseri vakalarının neredeyse üçte birini oluşturmaktadır (Ershler, 2006). 

MDA-MB-231 hücre hattı metastatik meme adenokarsinomu olan 51 yaşındaki bir kadının 

plevral efüzyonundan alınıp oluşturulan epitelyal insan meme kanseri hücre hattıdır. Klinik 

araştırmalarda en yaygın kullanılan meme kanseri hücre hatlarından biridir (Cailleau ve diğ., 

1978). Östrojen reseptörü (ER) ile progesteron reseptörü (PR) ekspresyoları ve HER2 (insan 

epidermal büyüme faktörü reseptörü 2) amplifikasyonu olmaması dolayısıyla üçlü negatif 

meme kanseri (TNBC) hücre hattı olarak adlandırılan agresif ve invaziv bir soydur (Chavez ve 

diğ., 2010). İlk olarak ER ve PR ekspresyonu ve HER2 amplifikasyonundan yoksun olması 

dolayısıyla bazal meme kanseri hücre hattı olarak sınıflandırılmasına karşın klaudin-3 ve 

klaudinin-4'ün aşağı düzenlenmesi, Ki-67 proliferasyon belirtecinin düşük ekspresyonunu, 

CD44+ CD24-/düşük fenotipi gibi meme kanseri kök hücreleriyle (CSC'ler) ilişkili özelliklerin 

ekspresyonunu sergilediği için klaudin-düşük moleküler alt tipine ait olduğu kabul edilmiştir 

(Holiday ve Speirs, 2011). Hücre hattı endotel benzeri morfoloji gösterir ve sıklıkla birden fazla 

hücre kolonisini birbirine bağlayan yıldız şekline sahip yayılımcı fenotipi ile hücre kültürü 

çalışmalarında gözlemlenmektedir (Harrell ve diğ., 2014; Kenny ve diğ.,2007). 

 MCF-7 meme adenokarsinomu hastası 69 yaşındaki bir kadının plevral efüzyonundan 

türetilerek oluşturulmuş bir meme kanseri hücre hattıdır. Adı Michigan Kanser Vakfı'nın 

kısaltmasından oluşmaktadır ve en çok çalışılan insan meme kanseri hücre hattından biridir. 

Hücre hattı epitel benzeri bir morfolojiye sahiptir ve tek katmanlı hali ile kubbe oluşturması ile 

hücre kültüründe ayırt edilmektedir. Östrojen reseptörü alfa (ER-α)3-5'i ifade edebilen birkaç 

meme kanseri hücre hattlarında bir tanesidir (Comşa ve diğ., 2015). 

Kanser belirtilerinden en bilineni hücrenin biyokimyasal sürecinde enerji metabolizmasının 

bozulmuş olmasıdır (Hanahan ve Weinberg, 2011). Bu metabolik fenotip, oksijenden bağımsız 

bir şekilde enerji verimi için glikolize öncelikli bağımlılığı göstermektedir. Glikoliz yolağı 

oksidatif fosforilasyona göre net ATP üretiminde daha az verimli olsada kanser hücreleri bunu 

daha yüksek bir glikoz alımıyla avantaja dönüştürmektedir (Pelicano ve diğ., 2006).    
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Bu çalışmada, rekombinant DNA teknolojisi ile fosfatlayıcı gen bölgelerinin plazmit DNA 

içerisine aktarılması ve ifadesini sağlayarak dNMP’tan dNTP’a dönüşüm ile dATP ve dTTP 

eldesi hedeflenmiştir. Ayrıca, ATP rejenerasyon sisteminden yararlanılarak E.coli, bir maya 

türü olan S.cerevisiae ve meme kanseri hücre hatları olan MDA-MB-231 ve MCF-7 hücreleri 

kullanılarak dATP eldesi amaçlanmıştır.  
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3. MALZEME VE YÖNTEM 

3.1. DNMP ELDESİ 

Bu tez çalışmasında, İstanbul Üniversitesi Fen Fakültesi Moleküler Biyoloji ve Genetik 

Bölümü laboratuvarlar çalışmalarından elde edilmiş olan bakteri ve maya atık DNA’lardan 

dNMP eldesi için ilk olarak, çift zincirli atık DNA’ları denatüre etmek için 95°C su banyosu 

içerisinde 20 dk bekletildi. DNA’yı içeren ependorf tüpü 95°C’lik ortamdan alındıktan hemen 

sonra -196°C’deki sıvı azotun içerisine alınarak 20 dk bekletildi. Daha sonra ilk parçalama 

aşaması olarak bir endonükleaz olan Deoksiribonükleaz I (DNaz I) eklenip inkübatörde 

37°C’de 10 dk tutuldu. dNMP eldesi için ikinci parçalama aşamasında ise; DNA’nın yalnızca 

5’ ucundaki fosfodiester bağlarının yıkımına sebep olacak bir nükleaz olan S1 nükleaz 

(Promega, ABD) enzimi eklendi ve ikbütörde 25°C’de 30 dk bekletildi. Son olarak enzim 

inaktivasyonu için Etilendiamintetraasetik asit (EDTA) muamelesi ile su banyosunda 70°C’de 

10 dk bekletildi.  

 

3.2. DATP VE DTTP’NİN ENZİMATİK SÜREÇ İLE ELDESİ 

3.2.1. E.coli Top10 suşu için hücre kültürü; 

 E.coli hücreleri; 121°C’de 1 atm basınçta, 15 dk olacak şekilde otoklavlanmış olan 20g/L 

Luria–Bertani Broth (LB)  Lennox (Bioshop, Kanada) (LB içeriği; Tripton 10g/L, Yeast Extract 

5 g/L, Sodyum Klorür (NaCl),) sıvı besiyerine ekilerek çalkalayıcı inkübatörde 37°C’de 16 saat 

inkübasyonuna bırakıldı. Hücreler ayrıca LB katı agarlı besiyerine ekildi ya da dondurularak -

80°C’ye kaldırıldı. Katı agarlı besiyeri; 20g/L LB Lennox (Bioshop, Kanada) ve 3,5 g/L Agar 

içeren besiyeri otoklavlandı. Daha sonra petri kaplarına dökülerek katılaşması beklenip +4°C 

‘ye kaldırıldı. Kısa süreli saklama için sıvı LB besiyerinde çoğaltılmış olan hücreler öze 

yardımıyla katı besiyerine yayma ekim yapılarak ekildi. 37°C de 16 saat bekletildikten sonra 

katı besiyeri +4°C dolaba kaldırılarak saklandı. Daha uzun süre saklama için hücreler %20 

gliserol içeren LB besiyeri ile dondurularak -80°C’ye kaldırıldı. 
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3.2.2. Kompetan Hücre Hazırlığı 

E.coli Top10 hücreleri 5 ml LB sıvı besiyeri içeren 15 ml falkon tüpleri içerisine ekildi ve 

çalkalayıcı inkübatörde 37°C 180 rpm de bir gece bekletildi. Ertesi gün ilk etapta falkon tüpler 

10 dk buzda bekletildi. Daha sonra 5000 rpmde 5 dk santirifüj edildi ve süpernatant döküldü. 

Pellet üzerine 1 ml 0,1 M CaCl2 (Kalsiyum Klorür) eklenerek çözüldü ve 30 dk buzda 

bekletilerek kompetan hale getirildi. Tekrar 5000 rpmde 5 dk santirfüj edilip üst sıvı döküldü 

ve 200µl CaCl2’de çözündürüldü. Hazırlanan kompetan hücreler %20 gliserol eklenip -20°C’ye 

kaldırılıp daha sonra kullanılmak üzere stoklandı.  

3.2.3. ADK1 ve CDC8 Genlerinin Kompetan Hücreye Transformasyonu  

S. cerevisiae’den elde edilmiş, ADK1 ve CDC8 genini içeren iki ayrı rekombinant DNA pEX-

A128-ADK1 ve pEX-A128-CDC8 plazmitleri hazır olarak sipariş edildi.  

 

Şekil 3.1: Klonlama vektörü pEX-A128’in yapısının gösterimi. 

 

pEX-A128-ADK1 ve pEX-A128-CDC8 plazmitleri önceden hazırlanmış 200 µl kompetan 

hücre içeren 2 ayrı ependorf tüpünden birine 2 µl pEX-A128-ADK1 ve diğerine 2 µl  pEX-



20 

 

 

 

A128-CDC8 plazmitleri eklenecek şekilde 20 dk buzda bekletildi. Her iki tüpe ısı şoku 

uygulaması yapılarak 90 sn 42°C’de su banyosunda ve sonra 2 dk buzda bekletildi. 800 µl LB 

besiyeri içerisine aktarılıp çalkalayıcı inkübatörde 37°C’de 30 dk inkübe edildi.  Son olarak 100 

μg/ml ampisilin içeren 2 ayrı katı agarlı LB besi içeren pleyte yayma ekim ile ekildiler ve 1 

gece 37°C’de inkübatörde inkübasyona bırakıldı.  

 

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

pEX-A128-ADK1 içeren ve pEX-A128-CDC8 içeren koloniler ayrı ayrı alınarak 100 μg/ml 

ampisilin içeren 5 ml LB besiyeri ekildi ve daha sonra çalkalayıcı ikübatörde 37°C’de 1 gece 

inkübasyona bırakıldı. Süre sonunda rekombinant E.coli süspansiyonu 5000 rpm’de 5 dk 

santrifüj edildi ve süpernatant döküldü. 100 µl lizis tamponu bakteri çökelti üzerine eklendi ve 

5 dk oda sıcaklığında bekletildi. Üzerine 200 µl Alkali SDS çözeltisi eklendi ve 5 dk oda 

ısısında tutuldu. 150 µl soğuk potasyum asetat (CH3CO2K) eklenerek 5 dk buz içersinde 

bekletildi ve 14000 rpm’de 20 dk santrifüj edildi ve süpernatant yeni bir tüpe alındı. Süpernatant 

üzerine 1 ml %99 ethanol eklendi ve 14000 rpm’de 20 dk santrifüj edildi. Pellet üzerine 30 µl 

Tris-EDTA tamponu eklenip çözündürüldü ve 4 µl RNaz eklenip inkübatörde 37°C’de 30 dk 

bekletildi. Elde edilen pEX-A128-ADK1 ve pEX-A128-CDC8 plazmitlerinin miktar tayini için 

nanodropta (Nanodrop 2000C, Thermo Fisher Science) ölçüldü ve daha sonra kullanılmak 

üzere -20°C’ye kaldırıldı. 
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3.2.5. pEX-A128-ADK1 ve pEX-A128-CDC8 Plazmitlerinin ve Ekspresyon Vektörü 

pRSETA’nın Restriksiyon Endonükleazları ile Kesimi 

pEX-A128-ADK1 ve pEX-A128-CDC8 plazmitlerinden endonükleaz enzimler kullanılarak 

ekspresyon vektörü pRSETA’ aktarılmak üzere restriksiyon kesim yapıldı. pEX-A128-ADK1 

,pEX-A128-CDC8 ve pEX-A128 için KpnI ve EcoRI enzimleri kullanıldı.  

 

Şekil 3.2: Ekspresyon vektörü pRSETA’nın yapısının gösterimi. 

 

İlk olarak 1X Tango Buffer ile 100 ng DNA 10U/µl KpnI son konsantrasyonu 20µl olacak 

şekilde hazırlandı ve 2 saat inkübatörde 37°C’de bekletildi daha sonra 2X Tango Buffer 

kullanılarak 10U/µl EcoRI restriksiyon enzimi eklenerek son konsantrasyon 30 µl olacak 



22 

 

 

 

şekilde inkübatörde 37°C’de 16 saat bekletildi. Enzim inaktivasyonu için 80°C’de 5 dk 

bekletildi.  

3.2.6. pEX-A128-ADK1 ve pEX-A128-CDC8 Plazmitlerinin ve Ekspresyon Vektörü 

pRSETA’nın Agaroz Elektroferez Yöntemi ile Görüntülemesi  

 Agaroz jel 100ml Tris-Asetat-EDTA (TAE) tamponu içerisine 1 gr agaroz eklenerek %1’lik 

olacak şekilde hazırlanıldı. 100bp plus ve 1 kb markerlar ile restriksiyon enzimleri ile kesime 

uğratılmış pEX-A128-ADK1, pEX-A128-CDC8 ve pRSETA örnekleri jele yüklendi. Marker 

kullanılarak örnek boyutları belirlendi. ADK1 gen bölgesinin boyutu 669 bp CDC8 gen 

bölgesinin boyutu 650 bp olduğundan 600bp ve 700bp arası bölgede bulunan kısımlar ile 2.9 

bp olan kesilmiş pRSETA plazmiti jelden kesilip çıkartıldı. 

 

3.2.7 Endonükleaz ile kesilmiş ADK1 ve CDC8 Gen Bölgelerinin ve pRSETA’nın 

Agaroz Jelden Saflaştırması 

Agaroz jelden kesilip çıkarılan ADK1, CDC8 gen bölgeleri ve pRSETA ekspresyon vektörü 

örnekleri ilk olarak filtreleri tüplere aktarılarak 15000 rpmde 10 dk santrifüj edildi. Filtreden 

tüp içerisine akan sıvı kısım üzerine ph:5.5 olan 3M Sodyum Asetat (NaAc) ve  %99 Ethanol  

eklenip 15000 rpmde santrifüj edildi.Üst sıvı atıldı ve %70 alkol ile yıkama yapılarak tekrar 

santrifüj edildi. Üst sıvı atılıp çökelti TE buffer eklenerek çözdürüldü.  

 

3.2.8.Ekspresyon vektörü pRSETA ile ADK1 ve CDC8 gen bölgelerinin Ligasyonu 

1 µl T4 DNA Ligaz (TransGen, Çin) enzimi ve 6 µl T4 Ligaz tamponu aracılığıyla pRSETA 

plazmitine ADK1 ve CDC8 genleri ayrı ayrı aktarıldı ve 16°C’de 1 gece inkübatörde 

inkübasyona bırakıldı. Ligasyon ürünleri E.coli’ye transforme edildi, transforme edilen 

hücreler ampisilin içeren katı besiyeri ortamına ekildi. Ampisilinli ortamda oluşan kolonilerden 

plazmit izolasyonu yapıldı ve agaroz jelde yürütülerek ligasyonun başarılı olup olmadığı 

kontrol edildi. pRSETA-ADK1 veya pRSETA-CDC8 içeren Rekombinant E.coli hücrelerinden 

stoklar oluşturulup daha sonraki deneyler dondurularak için -80°C’ye kaldırıldı. 
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3.2.9.  ADK1 ve CDC8 Gen Bölgelerinin İfade Olması 

pRSETA-ADK1 veya pRSETA-CDC8 içeren Rekombinant E.coli hücreleri 5ml sıvı LB 

besiyerine ekilerek 1 gece çalkalayıcı inkübatörde 37°C’de inkübe edildi. Ertesi sabah EDTA 

ile 1 saat muamele edip 5 dk 5000 rpm santrifüj edilerek LB besiyeri ile rekombinant E.coli 

hücreleri ayrıştırıldı.  

dAMP’den dATP’ye dönüşüm için gerekli olan steril deney besiyeri (400 mM KCl, 100 mM 

Magnezyum Klorür (MgCl2), 5.5 U/ml Pirüvat Kinaz, 100mM dAMP veya kırık DNA, 250 

mM fosfoenolpirüvat (PEP) ve 1mM dATP) hazırlandı. pRSETA-ADK1 içeren rekombinant 

E.coli hücreleri bu sıvı besiyerine ekildi ve çalkalayıcı inkübatörde 30°C’de 150 dk bekletildi. 

dTMP’den dTTP’ye dönüşümü sağlayacak steril deney besiyeri (200mM KCl, 50 mM MgCl2, 

0.26 U/ml Pirüvat Kinaz, 50mM dTMP veya kırık DNA, 200 mM PEP ve 1mM dATP) 

hazırlandı. pRSETA-CDC8 içeren Rekombinant E.coli hücreleri çalkalayıcı inkübatörde 30°C 

180 dk bekletildi (Bao ve Dewey, 2007).  

Örnekler 5 dk 5000 rpm’de santrifüj edildi. Besiyeri atıldı pellet üzerine 3 ml RNaz DNaz free 

su eklener 16000 rpmde 25 dk santrifüj edildi. Süpernatant HPLC’de görüntülenmek üzere 

kaldırıldı (Bird ve diğ., 2023).  

 

3.3. DATP’NİN GLİKOLİZ YOLAĞI VE ATP REJENASYONU İLE ELDESİ 

3.3.1. E.coli hücrelerinde glikoliz yolağının tetiklenmesi ile dATP eldesi yöntemi 

E.coli hücrelerinde glikoliz yolağını tetikleyerek dATP eldesi için deney besiyeri (1.4 g/L 

dAMP, 30g/L glikoz, 31,2g/L Monosodyum Fosfat (NaH2PO4), 2g/L Magnezyum klorür 

heksahidrat (MgCl26.H2O), 1,2g/L Potasyum Klorür (KCl), 1g/L Amonyum Klorür (NH4Cl) ve 

6.7ml/L Asetaldehit) şeklinde hazırlandı (Xiong ve diğ., 2023) ve 0,22nm’lik şırınga 

filtrelerinden geçirilerek steril edildi. 

 E.coli hücreleri ilk olarak 1 gece 37C’de inkübatörde çoğaltıldı. Daha sonra deney besiyeri ile 

37°C’de 7 saat muamele edildi.  
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Örnekler 5000 rpm’de 5 dk olacak şekilde santrifüj edildi. Medyum atıldı çökelti üzerine 3 ml 

RNaz DNaz free su eklenerek 16000 rpmde 25 dk santrifüj edildi. Üst sıvı HPLC’de 

kromatografik olarak görüntülenmek üzere kaldırıldı. 

 

3.3.2. S.cerevisiae hücrelerinde glikoliz yolağının tetiklenmesi ile dATP eldesi yöntemi 

S.cerevisiae hücre kültürü için YPD besiyeri Bacto Yeast Extract 10g/L (Bacto Peptone 20g/L 

ve 100 ml/L %20 D-Glikoz) hazırlandı. S.cerevisiae YPD sıvı besiyerinde 30°C’de 16 saat 

inkübe edildi. S.cerevisiae katı besiyeri YPDA, YPD besiyerine ilave olarak 3,75g/L Agar 

eklenilerek hazırlandı. S.cerevisiae sıvı besiyerinden katı besiyerine öze yardımı ile ekilip 

30°C’de 1 gece bekletilir. Hücreleri dondurmak için %20 gliserol eklenip -80°C’ye kaldırıldı.  

S.cerevisiae’de glikoliz yolağını tetikleyerek dATP eldesi için deney besiyeri (1.4 g/L dAMP, 

30g/L glikoz, 31,2g/L NaH2PO4, 2g/L MgCl26.H2O, 1,2g/L KCl, 1g/L NH4Cl ve 6.7ml/L 

Asetaldehit) şeklinde hazırlandı (Xiong ve diğ., 2023) ve 0,22nm lik şırınga filtrelerinden 

geçirilerek steril edildi.  

S.cerevisiae hücreleri ilk olarak sıvı YPD besiyerinde çalkalayıcı inkübatörde 1 gece 30°C’de 

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

Örnekler 5 dk 5000 rpm’de santrifüj edildi. Medyum atıldı pellet üzerine 3 ml RNaz DNaz free 

su eklener 16000 rpmde 25 dk santrifüj edildi. Süpernatant HPLC’de görüntülenmek üzere 

kaldırıldı. 

 

3.3.3. MCF-7 ve MDA-MB-231 Meme kanseri hücre hatlarında glikoliz yolağının 

tetiklenmesi ile dATP eldesi yöntemi 

Dulbecco’nun modifiye Eagle medyumu (DMEM) ve F12 medyumunu 1:1 oranında içeren, 

%10 fetal sığır serum (FBS) ve penisilin streptomisin (100 U/ml penisilin G, 100 µl/ml 

streptomisin (PES)) içeren flasklarda 37°C’de, 1 atmosfer basınçta, %5 CO2’li inkübatörlerde 

çoğaltıldı. Hücre yoğunluğu arttığında, flasktaki medyum çekilip PBS ile yıkandı. Steril 

TrypLE(Gibco) solüsyonu flaska eklenip 3 dakika etüvde bekletilerek hücrelerin kaldırılması 
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sağlandı ve sonra medyum ilave edilerek TrypLE’nin aktivitesi inhibe edildi. TrypLE ve 

medyum içeren solüsyon 1500g’de 5 dakika santrifüj edildi. Çöken hücrelere medyum 

eklenerek yeni flasklara ekim yapıldı. Çöktürülen hücreler medyumla süspanse edilerek 

uygulanacak yönteme göre ekimleri yapıldı. Hücreler uzun süre kullanılabilmeleri adına 

donduruldu. Hücreler ilk olarak kaldırılıp falkon tüpe alınıp 1500g’de 5 dakika santrifüj 

edilerek toplandı. Dondurma medyumu %90 soğuk fetal sığır serumu (FBS) ile %10 oranında 

kriyoprotektan ajan olarak dimetilsülfoksit (DMSO) oranlarında hazırlandı. Her kriyotüpte 1 

milyon hücre olacak şekilde hücreler alikotlandı. Kriyotüpler bir gece -86°C’de tutulup ertesi 

gün -153°C’ye kaldırıldı. 

Glikoliz yolağını tetikleyerek dATP eldesi için deney besiyeri (1.4 g/L dAMP, 30g/L glikoz, 

31,2g/L NaH2PO4, 2g/L MgCl26.H2O, 1,2g/L KCl, 1g/L NH4Cl ve 6.7ml/L Asetaldehit) 

şeklinde hazırlandı (Xiong ve diğ., 2023) ve 0,22nm lik şırınga filtrelerinden geçirilerek steril 

edildi.  

MDA-MB-231 ve MCF-7 hücre hatları ilk olarak DMEM-F12 besiyerinde inkübatörde 1 gece 

37°C’de çoğaltıldı. Daha sonra deney besiyeri ile 37°C’de 5 saat muamele edildi. 

Örnekler scraper ile kazınıp toplandı ve 5 dk 5000 rpm’de santrifüj edildi. Medyum atıldı 

çökelti üzerine 3 ml RNaz DNaz free su eklener 16000 rpmde 25 dk santrifüj edildi. Üst sıvı 

HPLC’de görüntülenmek üzere kaldırıldı.  

3.4. HPLC YÖNTEMİ İLE DNMP VE DNTP ANALİZİ 

Enzimatik ve glikoliz yolağı tetiklenerek elde ettiğimiz verilerin kromatografik olarak ölçümü 

için reaksiyon karışımları 5000 rpmde 5 dk santrifüj edilerek medyumdan ayrıştırıldı daha sonra 

steril su eklenerek 16000 rpm 25 dk santrifüj edilerek hücrelerin mekanik olarak parçalanması 

sağlandı. Süpernatant toplandı ve pH 5.0 olan 1 mM mono potasyum fosfat (KH2P04) ve 

dipotasyum hidrojen fosfat (K2HPO4) içeren bir çözelti ile HPLC analizleri gerçekleştirildi. 

Mobil fazın elüsyon akış hızı, ortam sıcaklığında 1.0 mL / dk ve absorbans 254 nm olacak 

şekilde izlendi. C18 Kolonu, HPLC Diode Array Dedektör (SPD), HPLC gaz giderme ünitesi 

(DGU), HPLC kolon fırını (CTO-10AS), HPLC pompa (LC-10AD VP) (Shimadzu) 

kullanılmıştır.  
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3.5. İSTATİKSEL ANALİZLER 

HPLC verileri Graphpad Prism (10) programında istatistiksel olarak hesaplandı. Deney ve kontrol 

grupları T-testi ile kıyaslanıp, istatistiksel anlamlılık dereceleri analiz edildi.  
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4. BULGULAR 

4.1. PEX-A128-ADK1 VE PEX-A128-CDC8 PLAZMİTLERİNİN RESTRİKSİYON 

ENZİMLERİ İLE KESİMİ  

pEX-A128-ADK1 ve pEX-A128-CDC8 klonlama vektörlerinin KpnI ve EcoRI 

endonükleazları ile kesimini agaroz jelde görüntülendi (Şekil 4.1). ADK1 gen bölgesinin 

boyutu 669 bp, CDC8 gen bölgesinin boyutu 650 bp ve klonlama vektörü olan pEX-A128’in 

boyutu 2450 bp olması dolayısıyla restriksiyon enzimleri KpnI ve EcoRI ile kesimlerin 

başarıyla gerçekleştiği gösterildi. 

Şekil 4.1: KpnI ve EcoRI restriksiyon enzimi ile kesime uğratılmış pEX-A128-CDC8 ve pEX-A128-

ADK1 plazmitlerinin %1’lik agaroz jeldeki görünümleri. 1.kuyu) 1 kb DNA marker 2. Kuyu) 100 

bp plus DNA Ladder 3. kuyu) 669 bp ADK1 gen bölgesini içeren 2450 bp pEX-A128 plazmitinin 
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EcoRI ve KpNI ilekesimi 4. Kuyu) 650 bp CDC8 gen bölgesini içeren 2450 bp pEX-A128 

plazmitinin EcoRI ve KpnI kesim sonucu gösterilmiştir.  

4.2. PRSETA-ADK1 VE PRSETA-CDC8 PLAZMİTLERİNE SAHİP 

REKOMBİNANT E.COLİ HÜCRE KOLONİLERİ 

ADK1 ve CDC8 gen bölgeleri pRSETA vektörüne ligasyon yöntemi ile aktarılıp daha sonra 

kompetan E.coli hücrelerine transforme edildi ve başarı ile aktarımı gerçekleşen E.coli 

hücrelerinin ampisilinli katı besiyeri ortamında koloni oluşturmaları gösterildi (Şekil 4.2). 

Şekil 4.2: prSET- CDC8 ve prSET-ADK1 gen ligasyonunun amfisilin içeren besiyerinde koloni 

oluşturması. Üstte; LB + Agar + 100mg/ml ampisilin içeren katı besiyerine ligasyon ürünü olan 
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prSET-ADK1 genin aktarılması sonucu koloni oluşumu. Altta; LB + Agar + 100mg/ml ampisilin 

içeren katı besiyerine ligasyon ürünü olan prSET-CDC8 ekimi sonucu koloni oluşumu 

4.3. PRSETA PLAZMİTİNDE ADK1 VE CDC8 GEN AKTARIMININ 

KANITLANMASI 

 pEX-A128-ADK1 ve pEX-A128-CDC8 ile ekspresyon vektörü pRSETA aynı restriksiyon 

enzimleri ile kesildi. Kesime uğramış ADK1 ve CDC8 gen bölgeleri ligasyon yöntemi ile 

pRSETA plazmitine aktarıldı. Daha sonra transformasyon, koloni seçilimi ve plazmit 

izolasyonu yöntemleri ile elde edilen pRSETA-ADK1 ve pRSETA-CDC8 plazmitleri %1’lik 

agaroz jel elektroforezinde yürütüldü (Şekil 4.3). 669 bp ADK1 gen bölgesi ve 650 bp CDC8 

ile 2.9 kb ekspresyon vektörü pRSETA’nın bir araya gelmesi oluşan plazmitin boyutularıyla 

ligasyonun başarı ile gerçekleştiği gösterilmiştir.  

 

Şekil 4.3: E.coli hücrelerinden izole edilen rekombinant pRSET-ADK1 ve pRSET-CDC8  ligasyonun 

başarıyla gerçekleştiğinin gösterimi; 1) Boyutları bilinen DNA parçaları (1kb’lik) 2) prSET-

ADK1 ligasyon sonucu 3) prSET-CDC8 ligasyonu gösterilmiştir. 
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4.4. DAMP ILE DATP’NIN KROMATOGRAFİK OLARAK SAPTANMASI VE 

STANDART GRAFİĞİNİN OLUŞTURULMASI 

 dAMP ile dATP’nin kromatografik olarak alıkonma zamanları saptandı ve dATP’nin miktar 

tayini için standart eğri grafiği oluşturuldu (Şekil 4.4).  

Şekil 4.4: A) dAMP’nin alıkonma zamanı 8.044 dk B) dATP alıkonma zamanı 5.590 dk şeklinde 

saptanması C) dATP için oluştulurmuş standart eğri grafiği. Standart seyreltmeleri 2µg/µl, 
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10µg/µl, 20µg/µl, 100 µg/µl, 200 µg/µl olacak şekilde hazırlandı. D) Standart seyreltme 

oranlarının piksel karşılaştırılmaları. 

4.5. DTMP ILE DTTP’NIN KROMATOGRAFİK OLARAK SAPTANMASI VE 

STANDART GRAFİĞİNİN OLUŞTURULMASI 

Endüstriyel dTMP ile dTTP’nin kromatografik olarak alıkonma zamanları saptandı ve 

dTTP’nin miktar tayini için standart eğri grafiği oluşturuldu (Şekil 4.5). 

Şekil 4.5: A) dTMP’nin alıkonma zamanı 3.301 B) dTTP alıkonma zamanı 2.403  dk şeklinde saptandı 

C) dTTP için oluştulurmuş standart eğri grafiği. Standart seyreltmeleri 2µg/µl, 10µg/µl, 20µg/µl, 
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100 µg/µl, 200 µg/µl olacak şekilde hazırlandı. D)Standart seyreltme oranlarının piksel 

karşılaştırılmaları. 

4.6. ENZİMATİK SÜREÇ İLE DATP ELDESİNİN GÖSTERİMİ 

prSET-ADK1 plazmitini içeren rekombinant E.coli hücreleri negatif kontrol olarak LB 

besiyerinde, deney besiyeri ve endüstriyel dAMP ile ve deney besiyeri ve kırık DNA ile 2,5 

saat 30°C’de inkübasyonu sonucu dATP eldeleri kontrol edildi (Şekil 4.6). Enzimatik süreç ile 

dATP eldesi verimli gerçekleşmemiş olup kontrole göre anlamlı değişiklikler olmadığı için 

glikoliz yolağı ile dATP eldesi yöntemleri ile çalışmaya devam edildi. 

  

Şekil 4.6: a) pRSET-ADK1 içeren rekombinant E.coli hücrelerinin LB besiyerinde 37C’de inkübe 

edilmesi b) Deney besiyeri (400 mM KCl, 100 mM MgCl2, 5.5 U/ml PK, 100mM dAMP) veya 

3.1 dNMP eldesi kısmında açıkladığımız üzere elde ettiğimiz kırık DNA, 250 mM PEP ve 1mM 

dATP c) Deney besiyeri (400 mM KCl, 100 mM MgCl2, 5.5 U/ml PK, 100mM dAMP) ve 

endüstriyel dAMP ile muamele edilmesi ile 2.5 saat 30°C’de inkübasyonu sonucu dATP 

sonuçlarının HPLC ile kromatografik gösterimi. d) pRSETA-ADK1 kontrol (mavi), pRSETA-
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ADK1+kırık DNA+deney besiyeri (siyah) ve pRSETA-ADK1+Damp+deney besiyeri (pempe) 

sonuçlarından elde edilen dATP piklerinin karşılaştırılması. 

 

4.7. ENZİMATİK SÜREÇ İLE DTTP ELDESİNİN GÖSTERİMİ 

prSET-CDC8 plazmitini içeren rekombinant E.coli hücreleri negatif kontrol olarak LB 

besiyerinde, deney besiyeri ve endüstriyel dTMP ile ve deney besiyeri ve kırık DNA ile 3 saat 

30°C’de inkübasyonu sonucu dTTP eldeleri HPLC ile kromatografik olarak kontrol edildi 

(Şekil 4.7). Kontrole göre anlamlı bir şekilde dTTP eldesi sağlandı (Şekil 4.8).  

 

Şekil 4.7: a) pRSET-CDC8 içeren rekombinant E.coli hücrelerinin LB besiyerinde 37C’de inkübe 

edilmesi b) Deney besiyeri (200mM KCl, 50 mM MgCl2, 0.26 U/ml PK, 200 mM PEP ve 1mM 

dATP)  ve 3.1 de bahsettiğimiz gibi elde ettiğimiz kırık DNA c) Deney besiyeri (200mM KCl, 50 

mM Magnezyum Klorür (MgCl2), 0.26 U/ml PK, 200 mM PEP ve 1mM dATP) ve endüstriyel 

dTMP ile muamele edilmesi ile 3 saat 30°C’de inkübasyonu sonucu dTTP eldesinin HPLC ile 

kromatografik gösterimi. d) pRSET-CDC8 kontrol (siyah), pRSET-CDC8+kırık DNA+deney 
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besiyeri (mavi) ve pRSET-CDC8+Damp+deney besiyerinden (pempe) sonuçlarından elde edilen 

dTTP piklerinin karşılaştırılması  (sağda) 

 

 

Şekil 4.8: pRSET-CDC8 içeren rekombinant E.coli hücrelerinin LB besiyerinde 37°C’de inkübe 

edilmesi. Rekombinant E.coli kontrol 139,2 ± 9,116; Kırık DNA+ deney besiyeri 212,1 ± 25,98 ; 

dTMP+ deney besiyeri 288,5 ± 8,103. Kırık DNA+ deney besiyeri anlamlılık, * p≤0,05. dTMP+ 

deney besiyeri, *** p≤0,001. 

 

 

 

 



35 

 

 

 

 

4.8. E.COLİ HÜCRELERİNDE GLİKOLİZ YOLAĞI TETİKLENEREK DATP 

ELDESİ 

E.coli hücrelerinde glikoliz yolağı ile ATP rejenarasyonunu tetikleyerek dATP eldesinin 

kromatografik olarak gösterimi. Negatif kontrol olarak LB besiyeri 1 gece 37°C’de ve deney 

besiyeri (1.4 g/L dAMP, 30g/L glikoz, 31,2g/L NaH2PO4, 2g/L MgCl2.6H2O, 1,2g/L KCl, 1g/L 

NH4Cl ve 6.7ml/L Asetaldehit) ile 37°C’de 7 saat muamele edildi ve HPLC ile görüntülendi 

(Şekil 4.8) . Deney besiyerinde dATP eldesi başarılı bir şekilde sağlandı (Şekil 4.10). 

 

Şekil 4.9: a) Negatif kontrol olarak E.coli hücreleri LB besiyeri içerisinde inkübe edilmesi ile elde 

edilmiş dATP piki b) Zenginleştirilmiş deney besiyeri (30g/L glikoz, 31,2g/L NaH2PO4, 2g/L 

MgCl26.H2O, 1,2g/L KCl, 1g/L NH4Cl ve 6.7ml/L Asetaldehit), kırık DNA eklenerek 7 saat 

37°C’de inkübe edildikten sonra elde edilen dATP gösterimi c) zenginleştirilmiş deney besiyerine 

kırık DNA yerine endüstriyel dAMP eklenmesi sonucu dATP’nin kromatografik olarak 

gösterimi. d) E.coli kontrol (siyah), E.coli Kırık DNA+Deney Besiyeri (pembe), E.coli 

Endüstriyel dAMP + deney besiyeri (mavi)  sonuçlarından elde edilen dATP piklerinin 

karşılaştırılması  
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Şekil 4.10:  E.coli hücrelerinde glikoliz yolağının tetiklenmesi ile dATP eldesinin gösterimi. E.coli 

kontrol besiyeri 5,892 ± 0,4942; Kırık DNA + deney besiyeri 35,83 ± 7,027; ; dAMP + deney 

besiyeri 50,54 ± 25,51. kırık DNA+ deney besiyeri, * p≤0,01. endüstriyel dAMP+ deney besiyeri, 

** (p≤0,05).  
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4.9. S.CEREVİSİAE HÜCRELERİNDE GLİKOLİZ YOLAĞI TETİKLENEREK 

DATP ELDESİ 

S.cerevisiae glikoliz yolağı tetiklenerek dATP eldesi için negatif kontrolünde YPD besiyerine 

ekilip 30°C’de 16 saat inkübasyona bırakılırken, deney besiyeri (1.4 g/L dAMP, 30g/L glikoz, 

31,2g/L NaH2PO4, 2g/L MgCl2.6H2O), 1,2g/L KCl, 1g/L NH4Cl ve 6.7ml/L Asetaldehit) ve 

kırık DNA eklenerek 30°C’de 7 saat muamele edildi ve HPLC ile görüntülendi (Şekil 4.11). 

Deney sonucunda glikoliz yolağı ile ATP rejenerasyon sistemi tetiklenerek anlamlı bir şekilde 

dATP eldesi sağlanmıştır (Şekil 4.12). 

 

Şekil 4.11: a) S.cerevisiae hücreleri negatif kontrol olarak LB besiyeri ve b) deney besiyeri (1.4 g/L 

dAMP, 30g/L glikoz, 31,2g/L NaH2PO4, 2g/L MgCl26.H2O, 1,2g/L KCl, 1g/L NH4Cl ve 6.7ml/L 

Asetaldehit) ve kırık DNA eklenerek 7 saat 30°C’de inkübe edildikten sonra elde edilen dATP’nin 
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kromatografik olarak gösterimi. c) S.cerevisiae kontrol (siyah) ve S.cerevisiae Kırık DNA+Deney 

Besiyeri (pembe) sonuçlarından elde edilen dATP piklerinin karşılaştırılması. 

 

 

 

Şekil 4.12: S.cerevisiae hücrelerinde glikoliz yolağının tetiklenmesi ile dATP eldesinin gösterimi. 

S.cerevisiae kontrol besiyeri 4,684 ± 0,7744; Kırık DNA+ deney besiyeri 59,17 ±11,48. Kırık 

DNA+ deney besiyeri, ** p≤0,01. 
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4.10. MCF-7 MEME KANSERİ HÜCRE HATLARINDA GLİKOLİZ YOLAĞI 

TETİKLEYEREK DATP ELDESİ 

MCF-7 hücre hatları ilk olarak DMEM-F12 besiyerinde inkübatörde 1 gece 37°C’de çoğaltıldı. 

Daha sonra Glikoliz yolağını tetikleyerek dATP eldesi için deney besiyeri (1.4 g/L dAMP, 

30g/L glikoz, 31,2g/L NaH2PO4, 2g/L MgCl2.6H2O, 1,2g/L KCl, 1g/L NH4Cl ve 6.7ml/L 

Asetaldehit) ile 37°C’de 5 saat muamele edildi ve HPLC yöntemi ile kontrol edildi (Şekil 4.13). 

dATP eldesi gerçekleşmemiştir. 

 

Şekil 4.13: MCF-7 meme kanseri hücre hattında kontrol besiyeri ve deney besiyeri (1.4 g/L dAMP, 

30g/L glikoz, 31,2g/L NaH2PO4, 2g/L MgCl26.H2O, 1,2g/L KCl, 1g/L NH4Cl ve 6.7ml/L 

Asetaldehit) içerisinde 5 saat 37°C’de inkübe edildikten sonra elde edilen sonuçların 

kromatografik olarak gösterimi.  
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4.11. MDA-MB-231 MEME KANSERİ HÜCRE HATLARINDA GLİKOLİZ 

YOLAĞI TETİKLEYEREK DATP ELDESİ 

MDA-MB-231 hücre hattında hücreleri ilk olarak DMEM-F12 besiyerinde inkübatörde 1 gece 

37°C’de çoğaltıldı. Daha sonra glikoliz yolağını tetikleyerek dATP eldesi için deney besiyeri 

(1.4 g/L dAMP, 30g/L glikoz, 31,2g/L NaH2PO4, 2g/L MgCl2. 6H2O), 1,2g/L KCl, 1g/L NH4Cl 

ve 6.7ml/L Asetaldehit) ile 37°C’de 5 saat muamele edildi ve HPLC ile kromatografik olarak 

gösterildi (Şekil 4.14).  dATP eldesi gerçekleşmemiştir. 

 

Şekil 4.14: MDA-MB-231 meme kanseri hücre hattında kontrol besiyeri ve deney besiyeri (1.4 g/L 

dAMP, 30g/L glikoz, 31,2g/L NaH2PO4), 2g/L MgCl26.H2O, 1,2g/L KCl, 1g/L NH4Cl ve 
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6.7ml/L Asetaldehit) içerisinde 5 saat 37°C’de inkübe edildikten sonra elde edilen MDA-MB-

231’nin kromatografik olarak gösterimi. dATP eldesi gerçekleşmemiştir. 

 

4.12. DATP VE DTTP ELDELERİNİN KARŞILAŞTIRILMASI 

dTTP eldesi enzimatik süreçte oluşturulmuş fosfatlayıcı enzim timidilat kinaz gen bölgesi olan 

CDC8’in ekspresyon vekötrü prSETA’ya aktarılması ve daha sonra rekombinant E.coli 

hücreleri oluşturularak gerçekleştirilirken; dATP eldesi E.coli ve S.cerevisiae hücrelerinde 

glikoliz yolağı ile ATP rejenarasyon sisteminin tetiklenmesi ile sağlanmıştır (Şekil 4.15). 

 

Şekil 4.15: dATP ve dTTP’nin total konsantrasyon grafiği.   

 



42 

 

 

 

5. TARTIŞMA VE SONUÇ 

NTP'ler bakteriler de dahil olmak üzere tüm canlı organizmalar için temel moleküllerdir ve çok 

sayıda temel biyolojik sistemde görev almaktadırlar. NTP'ler, 1’-karbonda bir glikozidik bağ 

ve 5’-karbonda üç fosfat grubu ile bir nükleobaza (bir purin veya bir pirimidin) bağlı riboz veya 

deoksiriboz şekerin bir araya gelmesi sonucu oluşmaktadır. Nükleik asitlerin yapı taşı olan bu 

moleküller birçok hücresel işlemde görev almak için polimerazlar tarafından dahil edilirler 

(Hollenstein, 2012). Doğal ve modifiye NTP'ler, bakteriyel enzimatik mekanizmaları 

araştırmak, yeni genetik materyal geliştirmek ve yeni işlevlere sahip ilaçlar ve proteinler 

üretmek için en önemli araçlardır. dNTP’nin kimyasal sentezinde kullanılan fosforlama ajanları 

çok yüksek toksisiteye sahiptir ve işlemde kullanılan çözücülerin tekrar geri kazanılması üretim 

maliyetini ve çevre kirliliğini arttırmaktadır. Dolayısıyla ayrıştırma ve saflaştırma süreci 

pahalıdır ve çevre kirliliğine sebep olmaktadır (Yang ve diğ., 2014; Zhang ve diğ., 2015). 

Çalışmamıza enzimatik sentez süreci ile dNMP eldesinde fosfatlayıcı enzimler aracığıyla 

dNMP’tan dNTP dönüşüm sağlanırken, glikolizasyon ve ATP rejenerasyon sisteminde yolağın 

tekrar sayısını arttıracak kimyasallar kullanılar dATP eldesi sağlanmaktadır. Bu biyolojik 

süreçlerde kullanılan enzimler ve kimyasallar çevre kirliliği yaratmayıp oldukça düşük 

maliyetle dNMP eldesi sağlamaktadır.  

Farklı fizyolojik özelliklere sahip çeşitli bakteri ve mantarlar, nükleik asitler üzerinde etkili olan 

birçok enzimi üretebilmektedirler. dNMP ve NMP eldesi için Aspergillus oryzae tarafından 

üretilen S1 nükleaz enzimi en etkili kaynaklardan biridir. S1 Nükleaz, tek zincirli nükleik 

asitlere özgü bir endonükleazdır ve ısıyla denatüre edilmiş DNA ve RNA'yı hidrolize edip 

dNMP ve NMP eldesini gerçekleştirebilmektedir (Ando, 1966; Vogt, 1973). Enzimatik 

kırılmalar ile elde edilmiş dNMP’ler, Nükleozid monofosfat kinaz ve ATP işbirliği ile dNDP’a, 

daha sonra dNDP’lar ise nükleozid difosfat kinaz’ın katalizlemesi ve yine ATP kullanımı ile 

dNTP’lara dönüştürülür (Bochkov ve diğ., 2006). Nükleik asitlerden dNMP eldesi için, 

dNTP'yi 5’ ucundan kesen Crotalus adamanteus’dan elde edilmiş 5'-nükleotidaz enzimi ve 5'-

TTP ve ATP'yi yıkıma uğratan yılan zehri fosfodiesteraz yalnızca 5’uçlarından kesmektedir 

fakat 3’ uçlarını yıkıma uğratmamaktadırlar. dTMP’ların dTDP ve dTTP dönüşümü için de 

ATP, MgC12 ve 2-merkaptoetanol kullanılmıştır. Yapılan çalışmada dTDP ve dTTP ürünlerinin 

en verimli olduğu sıcaklık 37°C ve zaman 15 dakika olarak belirlemişlerdir 

(Coutsogeorgopoulos ve diğ., 1966).  Daha sonra Ladner ve George (1985) dNMP eldesini ısı 
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ile denatüre edilmiş DNA’ya DNaz1 uygulaması ve nükleaz P1 eklenmesi ile sağlamışlardır. 

HPLC analizinde DNA’dan dAMP dönüşümünün %93 verimle gerçekleşmesi sağlanmıştır. 

Zhang  ve arkadaşları(2015); dATP, dCTP, dGTP ve dTTP nükleotitlerinden bir hidroksil 

grubunu çıkarılmasını sağlamış ve NTP redüktaz enzimini kullanarak enzimatik NTP sentezi 

için yeni bir yaklaşım tanımlamıştır fakat hem Ladner ve George (1985) hem de Zhang (2015) 

enzimatik dNTP üretiminin kimyasal sentez ile üretim kadar verimli olmadığı sonucuna 

varmışlardır. Daha sonra Bao ve Dewey (2007) enzimatik sentez sürecinin verimini arttırmak 

için dNMP'den dNDP'ye fosforilasyonu katalizleyecek S.cerevisiae’den elde edilmiş 

deoksinükleozid monofosfat kinaz genlerini E. coli'ye klonlamışlardır. dNDP’den, dNTP'ye 

dönüşümü olan ikinci adımda ise fosfat kaynağı olarak dATP, fosforilasyon için pirüvat kinaz, 

PEP ve kofaktör olarak Mg+2 ve K+ kullanılmıştır. Bu çalışma, endüstriyel düzeyde ve fazla 

miktarda enzimatik dNTP üretiminin yapılınabilirliğine dair ön çalışma olmuştur. Oh ve 

arkadaşları (2003), timidilat kinaz ve asetat kinaz eksprese eden iki tür rekombinant suş 

hazırlamış ve bu enzimlerin dNMP ile reaksiyona girmelerini sağlayarak dNDP ve dNTP 

eldesini sağlamıştırlar. 5’-dTMP ilk olarak timidilat kinaz ile 5’-dTDP'ye fosforile edilip daha 

sonra ATP rejenerasyonunu sağlayan asetat kinaz ile 5'-dTDP 5'-dTTP'ye fosforile edilmiştir. 

Fosfat gruplarına sahip nükleotitler hücre zarından kolayca geçememektedirler. Asetat kinaz ve 

timidilat kinaz hücrelerden salınmadıkça, dTMP ve ATP ile reaksiyona girememekte ve 5'-

dTTP'yi biyosentezi gerçeklememektedir. Dolayısıyla hücre membranın geçirgenliği 

arttırılmalıdır (Zhang ve diğ., 2015). Hücrenin geçirgenliğini arttırmak için tolüen (Choi ve 

diğ., 2004); şelatlama maddeleri, EDTA (Chen ,2007); deterjanlar, Triton X-100 (Galabova ve 

diğ, 1996), Tween (Galindo ve Salcedo, 1996), tuz stresi, sonikasyon ve dondurma-çözme gibi 

yöntemleri kullanılmaktadır (Chen ,2007). Bu bilgiler ışında Zhang ve ark. (2015) EDTA, 

tolüen ve Triton X-100 kullanımı ile dNTP üretiminin verimini araştırmışlardır. Sonuç olarak 

en fazla dNTP üretiminin EDTA kullanımı sonucu olduğu sonucuna varmışlardır. Daha sonra 

hücre geçirgenliğini arttırma sorununu aşmak için Ding ve ark. (2019) yaptıkları çalışmada 

dNMP kinazların tümünün (dAMP kinaz, dGMP kinaz, dTMP kinaz, dCMP) buz nükleasyon 

proteinin (ICE) N terminal kısmı ile füzyon oluşturmasını sağlayarak E. coli hücre yüzeyinden 

dNMP’lar ile etkileşimini kolaylaştırmışlardır Son olarak 2020 yılında Fehlau ve arkadaşları 

NTP sentezinin daha önce belirtilen kullanım alanlarına ek olarak Covid-19 tedavisinde 

kullanılan sofosbuvir ve remdesivir gibi ilaçların içeriğinini NTP ve dNTP analoglarının 

oluşturması nedeniyle de ayrıca önemli olduğunu vurgulamışlardır. Çalışmalarında Pirüvat 
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kinaz (PK) ve PEP dönörlerinin ATP dönüşümünü sağlayarak NTP sentezi verimini nasıl 

etkilediklerini araştırmışlardır. Sonuç olarak PK ve PEP ATP dönüşüm sistemini sağlayan 

dönörlerinin kullanımı NTP eldesini %97’nin üzerinde gerçekleşmesini sağlamış ve üretim 

hızını arttırdığını göstermişlerdir. Tüm bu bilgileri bir araya getirirerek oluşturduğumuz yeni 

enzimatik dNTP eldesi yönteminde; S1 nükleaz enzimi ile dNMP eldesi sağlandı, ADK1 ve 

CDC8 genlerinin transformasyonu E.coli hücrelerine gerçekleştirildi, nükleotitlerin 

monofosfattan trifosfata dönüşümüne yardımcı olması için membran geçirgenliğini arttıran 

EDTA ile fosfatlayıcı enzimler olan PK ve PEP içeren zenginleştirilmiş besiyerinde inkübe edip 

son olarak HPLC yöntemi ile kromatografik olarak ölçüm alınması şeklinde tasarlandı. 

dTMP’tan dTTP’a dönüşümü yüksek başarı ile sağladık. Rekombinant E.coli kontrol 139,2 ± 

9,116; Kırık DNA+ deney besiyeri 212,1 ± 25,98 ; dTMP+ deney besiyeri 288,5 ± 8,103 µg/µl 

olacak şekilde miktar hesaplamaları yapıldı. Kırık DNA+ deney besiyeri *, p≤0,05 ve dTMP+ 

deney besiyeri ***, p≤0,001 uygulamaları ile dTTP eldesi kontrole kıyasla anlamlı bulundu. 

Fakat enzimatik sentez süreci ile dATP eldesini başarılı bir şekilde gerçekleştirilemedi. ADK1 

ifadesi gerçekleşmediği için kontrole kıyasla bir artış meydana gelmemiştir. Daha sonraki 

çalışmalarda enzimatik yol ile dAMP’den dATP’ye dönüşüm yöntemi için hazırlanan deney 

besiyerleri içerikleri, molariteleri ve sürelerinde optimizasyon çalışmaları ve enzim aktivitesi 

kontrolleri gibi çalışmalar eklenilebilir.  

Tüm canlı organizmalarda karbon metabolizması için EMP yolağı kullanılmaktadır. Çeşitli 

karbon kaynakları, biyosentetik ve enerji metabolizma öncülleri olan üç karbonlu (C3; örn., 

pirüvat) ve iki karbonlu (C2; örn., asetil-CoA) metabolitlerin sentezlemesini sağlamaktadır. 

Asetil-CoA ek olarak yağ asitleri, alkoller, alkanlar, izoprenoidler ve poliketidler (Clomburg ve 

Gonzalez,2010; Felnagle ve diğ., 2012) gibi çeşitli endüstriyel açıdan önemli bileşiklerin 

metabolik öncüsüdür. Pirüvatın dekarboksilasyonu sonucu Asetil-CoA üretilir. Bu reaksiyonlar 

sonucunda yalnızca biyosentetik öncüller oluşmaz bununla birlikte büyüme ve gelişim için 

ihtiyaç duyulan ATP eldesi için de glikozu kısmen okside eder (Lin ve diğ., 2018). Bu 

çalışmada E.coli hücrelerinde glikoz yolağını tetiklemek için kullandığımız zenginleştirilmiş 

deney besiyerinde inkübe ettiğimiz hücrelerimizde kontrol hücrelerinde kıyasla dATP eldesi 

sağladık. E.coli kontrol besiyeri 5,892 ± 0,4942; Kırık DNA + deney besiyeri 35,83 ± 7,027; ; 

dAMP + deney besiyeri 50,54 ± 25,51 µg/µl olacak şekilde miktar hesaplamaları yapıldı. Kırık 

DNA+ deney besiyeri, * p≤0,01, endüstriyel dAMP+ deney besiyeri, ** (p≤0,05) kontrole 

gören anlamlı bir şekilde dATP dönüşümün sağladığını gösterdi. E.coli’nin glikoz akışının 
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kontrol mekanizmalarından biri ATPaz üretiminin artmasıdır. Glikolizin enzimleri glikolitik 

akışı çok fazla kontrol edilemezken kontrolün çoğu ATP talebinde bağlıdır ve glikolitik akıştaki 

artış hücresel ATP seviyelerinde dinamik bir bloklanmaya yol açmaktadır. Glikoz akışı ile 

ATPaz oranının artması ve ATP/ADP hidrolizinin artması hücre büyüme hızı da 

etkilenmektedir (Koebmann, 2002). dATP eldesini bakteriyel glikoz akışını bloklanmadan ve 

ATPaz, ATP denegesini koruyarak başarımış ve optimize etmiş olduk.  

Tüm hücrelerde glikoliz yolunda bir glikoz molekülünü privata parçalayarak 2 ATP molekülü 

üreten ATP rejenerasyon sistemi mevcuttur. dATP sentez sisteminin de bir molekül dAMP’den 

dATP fosforillenme süreci içinde ihtiyaç duyulan 2 ATP molekülüdür. Dolayısıyla ATP 

rejenerasyonu dATP sentez verimi için çok önemli bir basamaktır. EMP glikolitik yoluyla ATP 

üretimi çok düşüktür fakat genetik mühendisliği teknolojisi veya kimyasal efektör maddeler 

kullanılarak metabolik akışın sürekliliği sağlanabilmektedir (Antoniewicz, 2021; Ni ve diğ., 

2021). EMP yolağı glikokinaz, fosfofruktokinaz ve pirüvat kinaz gibi allosterik enzimlerin 

anahtar rol oynadığı bir yolaktır. Mg+2, K+ ve amonyum (NH4) iyonlarının bu enzimlerin 

üzerinde düzenleyici etkileri bulunmaktadır. Amonyak konsantrasyonu fosfofruktokinazın 

aktivitesini artırarark glikoz yolağında enerjinin fruktoz-1,6-difosfat formunda depolanmasını 

sağlar. Dolayısıyla dAMP fosforilasyonu sırasında ürün sentezi için gerekli olan yeterli enerji 

ATP’den sağlanmaktadır (Yoshino ve Murakami, 1985). EMP yolağında NAD+ proton taşıyan 

bir koenzim olarak reaksiyona katılır ve gliseraldehit-3-fosfat dehidrogenaz aracılığıyla kendini 

NADH'ye indirger. Bu EMP yolağında gerçekleşen tek redoks reaksiyonudur. Buna karşın 

hücre içi redoks kofaktör oranı sabittir ve oksidasyon ile redüksiyon arasında bir denge vardır. 

Glikolizin yolağının devamlılığı için rejenerasyon yoluyla indirgenmiş NADH'nin oksitlenmiş 

form olan NAD+ yeniden oksitlenmesi gerekmektedir. Oksijen veya oksidan faktör 

olmadığında NAD+ elektron alıcısı olarak asetaldehiti kullanarak etanol yoluyla rejenerasyon 

yapılmaktadır. Dolayısıyla kimyasal etkili maddelerin (Mg2+, K+, NH4 ve asetaldehit) 

düzenlenmesiyle ATP rejenerasyon hızı artırılabilmekte ve bu hız dATP sentez sisteminin 

hızına ulaştığında dATP'nin etkin biyosentezi gerçekleştirilebilmektedir. EMP yolunun 

metabolik akışını düzenlemek ve verimli bir ATP rejenerasyonu ve bağlantı sistemi kurmak 

için MgCl2.6H2O, KCl, NH4Cl ve asetaldehit efektörler olarak optimize edilmiştir. S.cerevisiae 

belirlenen kimyasallar ile muamele edildiğinde optimal şartlara göre 4 kat daha fazla dATP 

eldesi sağlanmıştır (Xiong ve diğ., 2023). Mg+2, K+ ve NH+4 iyonlarını ve NAD+ oluşumu 

destekleyecek asetaldehit içeren zenginleştirilmiş deney besiyerinde inkübe ettiğimiz 
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S.cerevisiae hücrelerinde bu çalışmada elde ettiğimiz kırık DNA’lar ile anlamlı dATP eldesi 

gerçekleştirmiş olduk. S.cerevisiae kontrol besiyeri 4,684 ± 0,7744; Kırık DNA+ deney besiyeri 

59,17 ±11,48 olacak şekilde miktar hesaplamaları yapıldı.  Kırık DNA+ deney besiyeri, ** 

p≤0,01 kontrole göre anlamlı dATP üretimi sağlandı. Ayrıca bakteriyel kontrol 

mekanizmalarının aksine mayada ATPaz ve ATP/ADP talepleri gibi bloklayıcı etmenlerin rol 

almadığı gösterilmiştir (Schaaff ve diğ., 1989; Koebmann, 2002).  

Kanser hücrelerinin oksijen varlığında glikozu anaerobik yolak olan laktik asit 

fermantasyonuna yönlendirerek glikozu laktata dönüştürmesine Warburg etkisi (aerobik 

glikoliz) denilmektedir (Vander Heiden ve diğ., 2009). Kanser hücreleri glikoz alımını arttırır 

ve tümör gelişiminde kan damarları hipoksi durumundadır. Bu nedenle, anaerobik glikoliz esas 

olarak enerji sağlamak için seçilir. Tümör hücrelerinde hücre çoğalmasına destek olan 

dNTP’lerin, yüksek aktivitede hücreye zarar verebilecek serbest oksijen radikalleri üretiminin 

önüne geçmek gibi faydaları vardır (Ganapathy-Kanniappan ve Geschwind, 2013). Bizlerde 

çalışmamızda kanser hücrelerinin daha fazla çoğalmak için kullandığı bu yolaktan 

oluşturacakları dNTP’lerden elde etmeyi amaçladık. Metastatik meme karsinomu orijinli 

epiteliyal insan meme kanser hücre hattı olan MDA-MB-231 ve zayıf agresif ve invaziv 

olmayan insan meme kanseri hücre hattı MCF-7’de glikoliz yolağını tetikleyerek dATP eldesi 

hedefledik fakat iki kanser hücre hattında da sonuç alamadık. Kullanılan medyum içerisindeki 

glikoz miktarı çalışmamızda kullanılanın çok fazla katı olması dolayısıyla glikoz yolağının 

tetiklenmesi için daha farklı kimyasal tetikleme yöntemlerinin araştırılması gerektiğini 

düşünmektedir. Çalışmamız bu konuda yapılan ilk deneme olup daha fazla optimizasyon 

çalışmasına ihtiyaç duyulmaktadır. 

Bu çalışmada, enzimatik yolak ile dTTP eldesi, E.coli ve S.cerevisiae organizmalarının glikoliz 

yolaklarını tetikleyerek dATP eldesi sağlandı. Ayrıca elde edilen tüm verilerde kırık DNA 

eldesinin endüstriyel dNMP’lere yakın seviyelerde ürün eldesi sağlaması yeni oluşturulan kırık 

DNA eldesi yönteminin de başarılı bir şekilde çalıştığını göstermektedir. Ek olarak, kanser 

hücre hatlarında yapılan araştırmaların dNTP eldesi yöntemleri geliştime çalışmaları için 

aydınlatıcı olacağı kanısındayız. 
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