Biyoteknoloj1 ve Sentetik
Biyoloj

Mikrobiyoloji
Bolum 12



Minimal Bir Hicrenin Tasarlanmasa:
Yasamin Genetik Temel

- Bir hiicrenin genomu, hiicrenin yagsamini siirdiirebilmesi i¢cin gerekli tiim
bilgileri iceren temel bir plan gérevi goriir.
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- Mikrobiyologlar, 6zgtirce yasayabilen bir hiicreyi stirdiirebilmek i¢in gerekli
en az sayida genin ne oldugunu anlamaya calismigstir.

- Bu soruya yonelik calismalar 6zellikle genomlar: dogal olarak kiiciik olan
Mycoplasma tiirlerinin 1990’larda dizilenmesiyle baglamastir.

- Ancak bu arastirmanin bilimsel meraki giderecek sonuca ulagmasi 20 yili
askin bir stire almistir.

=)
(=)
i
(==
(1" ]
—
(o
|
2
A

Prof. Dr. Bektags TEPE

Bektas Tepe
gezimania_tr



Mycoplasma Turler1 ve
Minimal Hicre Icin Uygun Zemin

- Mycoplasma turleri parazitik yasadiklar: icin kiiciilmiis genomlara sahiptir
ve bu nedenle minimal bir hiicre tasarimi i¢cin uygun bir baslangi¢c noktasi
sunar.
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- JCVI ekibi, calismalara dogal genomlar:i manipiile ederek degil, daha
kontrollii ilerleyebilmek i¢in farkl bir yaklasim ile baglamastir.

- Arastirmacilar, yasamin genetik gereksinimlerini ¢6zmek amaciyla 6ncelikle
sentetik, kendini kopyalayabilen bir Mycoplasma hiicresi tiretmigtir.

- Bu i1lk sentetik hiicrenin genomu, bilinen dizisi temel alinarak
laboratuvarda tamamen sentezlenmis bir genomdur.
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Sentetik Hiicrenin Ortaya Cikisi ve
Teknolojik Atilim

. Uretilen bu ilk sentetik hiicre, minimal ya da tasarim genomu tasimiyor olsa
da tamamen laboratuvarda olusturulmus kendi genomuna sahip bir yasam
formuydu.
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- Bu atilim, sentetik biyoloji alaninda tasarim genomlarinin iiretilebilmesini
mimkin kilan temel teknolojiyi saglamigtir.

- Arastirmacilar bundan sonra yasami stirdiirebilecegini diistindiikleri cesitli
minimal genomlar: tasarlayip sentezlemistir.

- Ancak bu tasarlanan genomlarin hicbiri baslangicta yasayabilen bir hiicre
olusturmay1 bagsaramamastir.
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Modiiler Genomlar ve
JCVI-syn3.0'1n Dogusu

- Ekip, daha sonra Mycoplasma genomunu temsil eden DNA modiilleri
olusturarak bunlari farkli kombinasyonlarla birlestirmistir.
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- Bu modiillerden olusturulan genomlarin hiicrelere aktarimi ile elde edilen
canli hiicreler lizerinden transpozon mutagenezi yapilarak gereksiz genler
belirlenmisgtir.

- En kiiciik genomdan c¢ikarilan bu gereksiz genlerin ardindan JCVI-syn3.0
adi verilen sentetik minimal hiicre Giretilmistir.

- JCVI-syn3.0, 531 kilobazlik ve 473 gen iceren genomuyla bilinen tiim 6zgiir
yasayan hiicrelerden daha kiiciik bir genom tasimaktadir.
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Minimal Hucrenin Sirr::
Bilinmeyen Genlerin Varlig:

- Sentetik biyolojideki bu ilerlemeler, 6zgiin islevlere sahip tasarim hiicrelerin
uretilebilecegini gostermektedir.
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- Ancak JCVI-syn3.0'1n genomundaki genlerin yaklasik ti¢cte birinin islevinin
hala bilinmiyor olmasi sasirtici bir bilimsel gizem yaratmaktadir.

- Bu durum, hiicresel yasamin genetik temelleri hakkinda 6grenmemiz
gereken pek cok seyin oldugunu isaret eder.

- Minimal hiicre calismalari, yasamin stirdiiriilebilmesi i¢cin gereken asgari
gen setl konusundaki anlayisimizi derinlestirmeye devam etmektedir.
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Endistriyel Mikrobiyoloj 1le
Biyoteknolojinin Ayrimi

- Endistriyel mikrobiyoloji, dogal olarak yliksek verimde tiriin Gireten
mikroorganizmalarin biiytk 6lcekli Giretimde kullanilmasini esas alir.
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- Bu amacla genellikle yabanil tipten secilmis dogal olarak asir1 irtin lireten
suslar kullanilir ve bu mikroorganizmalar genetik olarak degistirilmez.

- Biyoteknoloji ise, mikroorganizmalarin genetik olarak degistirilerek dogal
olarak tiretmedikleri yliksek degerli liriinleri tiretmesini saglar.

- Bu bolimde genlerin klonlanmasi, degistirilmesi ve farkli konaklarda
verimli sekilde ifade edilmesini saglayan temel genetik miithendisligi
teknikleri tanitilmaktadar.
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(Genetik Mihendisliginin Temel
Ilkeler:

- Genetik miithendisligi, canli organizmalarin sinirlamalarini asmak icin
DNA’nin in vitro ortamda manipiile edilmesine dayanir.
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- Degistirilmis genler, ayni organizmaya ya da farkl bir konaga geri
aktarilabilir.

- Bir organizmanin geninin farkli bir konak i¢cinde ifade ettirilmesine
heterolog ekspresyon denir.

- Bu stlireclerin tiimi i¢cin hedef DNA’nin izole edilmesi, saflagtirilmasi ve
1slenmesi gerekir.
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Genetik Mihendislhiginde Kullanilan
Araclara Genel Bakis

- Genetik miithendisliginin araclar: arasinda DNA'nin cogaltilmasi, niikleik
asitlerin elektroforez ile ayrilmasi ve hibridizasyon yer alir.
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- Ayrica genlerin klonlanmasi, yabanci genlerin bakterilerde ifade edilmesi ve
hedefli mutagenez yontemleri de bu araclar arasindadar.

- Bu teknikler, karmasik genetik sistemlerin amac¢ dogrultusunda
diizenlenmesine olanak tanir.
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DNAnin Manipil '
nin Manipilasyonu:
’ 3 —— |[Target sequence ' PCR cycle Set;:%?‘tce [:% ;ja
1n i1eme Oo1u ¢ L
5, Echf?m;ase l Heat % F;riar:'lers EH
. - Genetik miithendisliginin 1lk adimi, spesifik genlerin saf — ,__ =y
ve cogaltilabilir bir halde elde edilmesidir. s 1 _ _
(a) Primer extension
- Bu amagla kullanilan en énemli yontem polimeraz zincir = f k 2
reaksiyonu (PCR)’dur. {bf f
e . . ¥
- PCR, hedef DNA boélgesini in vitro ¢ogaltarak milyar » s
katina kadar artiran bir DNA replikasyonu stirecidir. 4
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- Her dongiide DNA miktar: ikiye katlanir ve bu nedenle
hedef DNA'nin miktarinda eksponansiyel (iissel) bir artig
gerceklesir.

108

107
106 .
10°
104
10°
10°
10 9

Copies of target sequence

2 4 6 8 10121416 18 20
Number of PCR cycles
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PCR’1n Uygulamalari ve
Varyasyonlari

- Otomatik calisan termal dongili cihazlar: sayesinde cok az miktarda hedef
DNA’dan biiylik miktarda ¢cogaltilmis DNA elde edilebilir.
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- Hedef DNA’nin baglangi¢c miktarinin 6l¢iilmesi gerektiginde kantitatif PCR
(qPCR) yontemi kullanilmaktadar.

- PCR’1n bir diger varyasyonu, RNA’nin énce DNA’ya dontistiiriilmesinin
ardindan bu DNA’nin ¢ogaltilmasini saglayan tekniktir.
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Copies of % “;’;
PCR’ln Temel Bllesenlerl 5'g Target sequence }:3' PCRcycle sequence E ;%%
a4 ) 5/ 0 1 %
. Echf?m;;se l Heat % Priar:'lers g
- - PCR, dogal DNA kopyalama enzimleri olan DNA 52:):) =,
polimerazlar ile yapay olarak sentezlenmigs DNA ? —
oligontikleotid primerlerine ihtiyac¢ duyar. ° lr i 1 )
- PCR, tam DNA molekiillerini degil, daha biiyik bir DNA f :
molekiili i¢inde yer alan birkag¢ bin baz cifti 5 ¥

uzunlugundaki hedef bolgeleri cogaltir. 2 s

¥

Repeat cycle 3 8
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- Bu iglemde hedef bolgeyi sinirlayan iki primer kullanilir. |
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106 .
10°
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10°
10°
10 9

2 4 6 8 10121416 18 20
Number of PCR cycles

Copies of target sequence
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. ies of é Té;
PCR’1n Ilk Asamasa: e
oo o v ’I— [Target sequence :3' M 80
Denatiirasyon ve Primer Baglanmasi1 & l S0
) Et:f?m;;se Heat % Priar:'lers g
- - Tk adimda, kalip DNA yiiksek 1s1 ile denatiire edilerek iki ,_ _ o=,
zincir birbirinden ayrilir (Figiir a). 3 1 _ _
(a) Primer extension
- Hedef bolgenin 1ki yanina gelecek sekilde tasarlanmis 0 = 3 ! 2
DNA primerleri ortama fazla miktarda eklenir. {bf :
¥
- Soguma agsamasinda, kalip DNA parcalarinin birbirleriyle ) 4

eslesmesi yerine primerlerle eslesmesi saglanir (Figir a). . .
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PCR’1n Ikinci Asamasa:

PCR cycle sequence

——— [Target sequence |
Z a m a °a )% 0 1

3 ) 5
DNA —O l =g
Heat Primers
I
polymerase 3
[ ==ms]
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—I . DNA pol.in.leraz, baglgnan primer}eri uzatarak yeni DNA ,___ 5
O zincirlerinin sentezini baslatir (Figiir b). 3 IP_ —
o {ai] rimer ex erm.;n
= - Bu siiregte kalip olarak orijinal DNA kullanilir ve hedef : = ' k 2
on bolge enzim tarafindan kopyalanar. {bf 3
: : : .. : ¥
g - Elde edilen triinler bir sonraki dongt i¢cin kalip gérevi ” s
 w— gormeye hazir hale gelir. 4
= s s
(c)
= ¥
e '
% 10°

2 4 6 8 10121416 18 20
Number of PCR cycles

Prof. Dr. Bektags TEPE

Bektas Tepe
gezimania_tr



target

PCR Dongtlerinin -
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PCR cycle sequence
——— [Target sequence ! =k =

Tekrarlanmasi ve Urliin Artig1 = S

3 ) 5
DNA —© l =g
Heat Primers
I
polymerase 3
[ ==ms]

5'g

- Uygun inkiibasyon siiresinin ardindan karisim tekrar

5

miktar: 10°-10° kat artar (Figir d).

(e

108

107
106 .
10°
104
10°
10°
10 9

2 4 6 8 10121416 18 20
Number of PCR cycles

= S0
O 1sitilarak zincirler ayrilir ve hedef bolgenin miktar: her 2 e

[ dongude 1ki katina cikar (Figir c). ° lr

= p = 3 1 2
aa) - Karisim sogutuldugunda primerler hem yeni sentezlenen f 3

&S hem de orijinal DNA zincirlerine yeniden baglanir. v .

>\ .

g - Genellikle 20-30 dongt uygulanir ve hedef dizinin L4
: s
(aa)

A

Copies of target sequence
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yiksek 1siya dayaniklidir ve ayrica hata diizeltme

. .. . . . (c)
(proofreading) aktivitesine sahiptir.

108

107
106 .
10°
104
10°
10°
10 9

2 4 6 8 10121416 18 20
Number of PCR cycles

Termostabil DNA
Polim erazlarln O ne mi 5’1—, [Target sequence }:3' PCR cycle sequence f:% §0
3% 5! 0 1 %
5, Echf?m;;se l Heat % F;riar:'lers EH
T - PCR’da yuks.ek smal.{hkla].f kullamldl.gl 1¢in enzimin — =
O 95°C’de stabil kalabilen bir DNA polimeraz olmasi 3 —
[ kritiktir. ° 1 i
— . = , 1 2
aa) - Taq polimeraz, Thermus aquaticus’tan izole edilmis olup ¢ 3
. . .1 (b)
e denatiirasyon adimindan etkilenmeden caligabilir. ' |
=, .
g - Pyrococcus furiosus kaynakli Pfu polimeraz, Taq’tan daha 4
: s s
(aa)
A

Copies of target sequence
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Termostabil Polimerazlarin Uretimi

- Termostabil DNA polimerazlara duyulan yiliksek talep nedeniyle bu
enzimleri kodlayan genler E. coli icine klonlanmigstir.

- Boylece Taq ve Pfu gibi polimerazlar ticari olarak biuiylik miktarlarda
uretilebilmektedir.

- Bu yaklasimla hem verim hem de arastirmalarda enzimlere erisilebilirlik
artirilmistir.

—
=
(=)
i
(==
(1" ]
—
(o
|
e
A

Prof. Dr. Bektags TEPE

Bektas Tepe
gezimania_tr



Gy
o
2
an
=}

—
(=}

B

[an)

4
(]
2
£~

[an)

=
=
0
—
&
g
n
o=
=
<
o0
~
o
o
~
Q
g

PCR’1in Kullanim Alanlar:

- PCR, gen klonlamasi veya dizileme i¢in gerekli DNA’nin kolayca elde
edilmesini saglar.

- Kargilastirmali ya da filogenetik calismalarda, genis organizma gruplarinda
korunan dizilere uygun primerler kullanilarak genler cogaltilir.

- Bu yontem, SSU rRNA gibi hem korunan hem degisken bolgeler iceren
molekiillerle habitatlardaki mikrobiyal cesitliligin incelenmesine olanak
tanir.
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PCR’'1n Hassasiyet1 ve
Cesitli Orneklerde Kullanimi

- PCR, cok az miktardaki DNA’y1 bile cogaltabilecek kadar yliksek duyarliliga
sahiptir.
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- Mumyalanmig insan kalintilari, fosillesmis bitki ve hayvan érnekleri ve tek
bir mikrobiyal hiicre gibi ¢ok cesitli kaynaklardan DNA elde edilmesini
saglar.

- Klinik tanida ve adli bilimlerde, kan, semen veya doku gibi 6rneklerden
kimlik tespitinde yaygin olarak kullanilir.
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RT-PCR1n Temel
Mantig

- RT-PCR, standart PCR’1n bir uzantisi olup
mRNA’dan DNA sentezlenmesini saglar.

- Bir genin ifade edilip edilmedigini belirlemek
veya Okaryotik bir geni intronsuz bicimde

bakterilerde ifade ettirmek i¢cin kullanilabilir.

- Bu yontemde retroviral bir enzim olan revers
transkriptaz, RNA’y1 tamamlayic1t DNA’ya
(cDNA) donusturir.
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mRNA  5'()

FA-A-A-A-A, 3’

. Addition of Poly(A)

primer and tail
reverse
transcriptase

mRNA 5'()

FA-A-A-A-A, 3’

-T-T-T-T-T %'
. Reverse Oligo
transcription dT primer

to form single-
stranded cDNA

RNA:DNA 5'()

FA-A-A-A-A, 3'

hybrid ,
yori 30

JT-T-T-T-T 5

w

. Addition of

RMNase H

Single-

Saie LR l
3(Q)

FTI-T-T-T-T &

stranded
cDNA

5' primer

. Addition of primer

specific to 5’ end
plus Tag polymerase

|
Double- 5/ () A-A-A-A-A 3

stranded ,
ona 30

FT-T-T-T-T &'
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RT-PCR’da cDNA
Sentezi

- ¢cDNA sentezi, hedef RNAnin 3’ ucuna
baglanan bir primer araciligiyla revers
transkriptaz tarafindan baslatilir.

- Kalip 6karyotik mRINA’da 1se, poli(A)
kuyruguna karsilik gelen bir primer
kullanilabilir.

- Revers transkriptazin aktivites1t DNA-RNA
hibrit molekiiliini olusturur ve RNaz H bu
hibritten RNA’y1 uzaklastirarak tek iplikli
cDNA’y1 birakir.
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mRNA  5'()

FA-A-A-A-A, 3’

. Addition of Poly(A)

primer and tail
reverse
transcriptase

mRNA 5'()

FA-A-A-A-A, 3’

. Reverse

~T-T-T-T-T &

Oligo

transcription dT primer

to form single-
stranded cDNA

RNA:DNA 5'()

FA-A-A-A-A, 3'

hybrid ,
yori 30

JT-T-T-T-T 5
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. Addition of

RMNase H

Single-  3'()
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stranded
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RT-PCR ve Ikinci

Primerin Kullanimi

- RNaz H i1le RNA uzaklastirildiktan sonra elde
edilen tek iplikli cDNA standart PCR i¢in
kalip haline gelir.

- Bu asamada ¢cDNA’nin 5’ ucuna baglanan
1kinci bir primer kullanilarak PCR dongtileri
baslatilir.

- Boylece RNA kokenli bir gen bolgesi DNA
formunda cogaltilabilir.
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mRNA

«Q
-

FA-A-A-A-A, 3’

. Addition of Poly(A)

primer and tail
reverse
transcriptase

mRNA 5'()

FA-A-A-A-A, 3’

-T-T-T-T-T %'
. Reverse Oligo
transcription dT primer

to form single-
stranded cDNA

RNA:DNA 5'()

FA-A-A-A-A, 3'

hybrid ,
yori 30

JT-T-T-T-T 5

%O@@@

w

. Addition of

RMNase H

Single-  3'()

FTI-T-T-T-T &

stranded
cDNA

5' primer

. Addition of primer

specific to 5’ end
plus Tag polymerase

|
Double- 5’ (i A-A-A-A-A 3’

stranded ,
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Jel Elektroforezi ile
Nikleik Asit Ayrimai

Brock Biology of

Microorganisms, 15. Ed.

- Niikleik asit amplifikasyonunun basarili olup

:= Size (bp) ==
2 olmadigini dogrulamak icin jel elektroforezi —
g kullanihr (Figiir a). :ggg—
=) - Agaroz jelde DNA ve RNA, boyut ve yiik .
5 farklarlna. gore ayrilir ve negatif yliklerinden 800
E\ dolay1 pozitif elektroda dogru hareket eder.
=3 - Kigiik molekiiller jelde daha hizl 1lerleyerek % 1000 -
— biiylik molekiillerden daha uzak noktalara g
oN ulagir. @
500 —
A

(b)
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Jel Boyama ve
Ornek Boyutlarinin Belirlenmesi

- Jel elektroforezinin ardindan jel, niikleik
asitlere baglanarak floresans veren etidyum
bromiir ile boyanir (Figiir b).
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5000 —
4000 —

3000 —

- Hedef DNA veya RNA’nin boyutu, bilinen
buytkliikte fragmentlerden olugsan bir
merdiven (ladder) ile karsilastirilarak
belirlenir.

2000 —
1800 —

1000 —

L 5
:
!

- Ayrilan DNA parcalari daha sonra klonlama
veya hibridizasyon gibi cesitli islemlerde
kullanilmak tizere jelden saflastirilabilir. 500 —
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Niikleik Asit Hibridizasyonunun
Temel1

- Denatiire edilmis tek iplikli DNA veya RNA molekiilleri, tamamlayici baz
eslesmesiyle hibrit c¢ift iplikli yapilar olusturabilir.
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- Bu stlire¢ niikleik asit hibridizasyonu olarak adlandirilir ve DNA ile RNA
segmentlerinin tespit ve karakterizasyonunda yaygin bir yontemdir.

- Kimyasal olarak isaretlenmis veya radyoaktif prob molekiilleri, hedef
dizilere baglanarak hibridizasyonun goriiniir hale gelmesini saglar.
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Southern ve Northern
Blot Yontemleri

- Southern blot tekniginde, jel elektroforez ile
ayrilmis DNA parcalarina dizisi bilinen prob
molekiilleri baglanir.
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- Northern blot yontemi ise RNA’y1 hedef alir ve
prob olarak DNA veya RNA kullanilabilir.

Lawie Achenbach

- Her iki teknikte de niikleik asitler tek iplikli @ Southern blot

hale getirilir, membrana aktarilir ve prob Planktonic Biofilm
growth growth

sadece tamamlayici dizilerin bulundugu

bolgelere baglanir.
Gene probe
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5S rRNA probe

Prof. Dr. Bektas TEPE

() Northern blot

Bektas Tepe
gezimania_tr



=)
(o=
o
o0
(4=
—
[ o
s
oo
A

Blotlarin Yorumu
ve Sinyal Siddeti

- Southern blotlarda probun baglandig:
bolgeler, hedef diziyi iceren fragmentlerin
konumunu gosterir.
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- Northern blotlarda sinyal yogunlugu, hedef
genin mRNA bolluguna dair yaklasik bir fikir
verir.

Lawie Achenbach

@ Southern blot

- Bu yontemler, gen tespiti ve gen ekspresyon Planktonic Biofilm
growth growth

seviyelerinin degerlendirilmesinde diizenli

olarak kullanilir.
Gene probe

5S rRNA probe

Prof. Dr. Bektas TEPE

Megan Kempher

() Northern blot
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FISH Teknigl ve Uygulamalar:

- FISH, floresan isaretli prob molekiillerinin
hiicre icindeki belirli DNA veya RNA dizilerini
hedeflemesine dayanair.

- Klinik orneklerde patojenlerin veya cevresel
orneklerde belirli bakterilerin tanimlanmasini
saglar.

- Yandaki figlir, sekanslar1 yalnizca kiiciik
farklhiliklar gosteren 28 farkli E. coli susunun
sekiz farkl prob kombinasyonuyla ayirt
edilmesini gostermektedir.

Alex Valm and Gary Bonsy, Marine Biological Laboratory, Woods Hole, MA
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Hibridizasyonun Omik
Calismalardaki Roli

- Hibridizasyon, transkriptomik ve meta-transkriptomik gibi omik
yaklagimlarda gen ifadesinin genis 6lgcekli izlenmesinde 6nemli bir aractir.

Gy
o
2
an
=}

—
(=}

D

)]

o
Q
o
~

)]

=
=
0
—
&
g
n
o
=
<
o0
~
o
o
~
Q
g

- Saf kiltirlerde ve dogal popiilasyonlarda mikroarray teknolojisi ile genom
capinda i1fade profiller: incelenebilir.

- Bu teknik, cok sayida genin ayni anda analiz edilebilmesine olanak
taniyarak modern molekiiler biyolojide 6nemli bir yer tutar.
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Molekuler Klonlamaya Giris

- Molekiiler klonlama, istenen genlerin orijinal kaynagindan alinarak kiiciik
ve kolay manipiile edilebilir bir genetik elemana tasinmasiyla gerceklesir.

- Bu stire¢ sonunda farklh kaynaklardan DNA iceren rekombinant DNA
molekiilleri olusur.

- Rekombinant vektor uygun bir konaga aktarilinca klonlanmig DNA cogalir
ve genetik mithendisliginin temelini olusturur.
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° § k=
A &
Gen Klonlamasinin Genel Cercevesi
2
¢ - Kaynak DNA izole edildikten sonra ilk adim R g
DNA'nin bir klonlama vektoriine 1. Cut DNA with
yerlegtirilmesidir. enzyme.
. Tkinci adim, vektériin uygun bir konaga i ?;%EE%E? -

enzyme.

3. Add DNA

ligase to form
- Klonlama vektorleri bagimsiz cogalabilen kiiciik

recombinant
@ molecules.
genetik elementlerdir ve yabanci DNA'nin

taslnm381na Olanak Saglar. 4. Introduce recombinant

vector into a host.
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transkriptaz ile sentezlenmis DNA ya da
tamamen sentetik olarak tiretilmis DNA olabilir. &

aktarilmasidir. @
. Kaynak DNA, PCR ile ¢ogaltilmis bir gen, revers
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Restriksiyon Enzimler: ve
° L E gj
Kesim Mekanizmasi
§
L - Klonlama vektorleri genellikle yabanci EcoRl EcoRV
O DNA’nin bir restriksiyon bolgesine l : ‘
o eklenmesini mimkiin kilacak gsekilde 50 GAATTC )3 50 GATIAT—C 3
= tasarlanir. e o . o
(- : ===
= . Restriksiyon endoniikleazlar belirli baz ' [ I’
= dizilerini tanir ve fosfodiester bagini keserek A4y
,= cift iplikli kiriklar olusturur. 5Q -6 “He= )3 5()GAT) ATC)3'
s vGme, , (Ews v OTAGis:
- - Bu tanima dizileri genellikle ters tekrarlar A
oNn seklindedir ve palindrom olarak adlandirilir. ?sit"ig[f};?gﬁgge{‘ Double-stranded
A
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Bakterilerde Restriksiyon EKnzimler1 s
° ° ° E ‘SGD
ve Kesim Tipler:
§
L - Farkl ozgiilliiklere sahip restriksiyon EcoRl EcoRV
O enzimleri Bacteria aleminde yaygindir ve l : l
g hiicreyi viral DNA’ya kargi korur. 5() GAATIGC )3 50 GATAT—C )3
(- - Hiicre kendi genomundaki olasi restriksiyon ° : I ° ° | ®
S bolgelerini cogunlukla metilasyon yoluyla ¥ I'
=== modifiye ederek kendi enzimlerinden Aaey
,= korunur. 5= TP s 5()GAT) ATO)3'
s vGme, , (Ews v OTAGis:
— - EcoRI enzimi cift iplikte kademeli kesik A
on olusturarak “yapiskan” uclar meydana e ranaed ouble-stranded
getirir, EcoRV ise dogrudan karsilikli
A keserek kiit uclar olusturur.
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Kaynak DNA ve
Vektorin Birlestirilmesi

- Kaynak DNA ve vektor ayni restriksiyon enzimiyle kesildiginde olusan
tamamlayici yapiskan uclar DNA ligaz ile birlestirilebilir.
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- PCR 1ile elde edilen DNA tiriinlerinin vektore eklenmesinde de DNA ligaz
gorev alir.

- Boylece gen veya DNA fragmenti vektoriin uygun bolgesine yerlestirilmis
olur.
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Rekombinant DNAnin
Konaga Aktarilmasi

- Klonlamanin son agamasinda rekombinant DNA uygun
bir konak organizmaya aktarilir ve burada cogalir.

- Uygulamada bu islem farkli rekombinant yapilarin
karisimini olusturabilir ve yalnizca bazi hiicreler hedef
geni tasir.

- Dogru rekombinanti iceren konaklari belirlemek icin
genellikle antibiyotik direnci gibi vektor kaynaklh
belirtecler kullanilir.

- Ayrica yabanci DNA eklenmesiyle inaktive olan vektor
genlerine bakilarak koloniler taranabilir.

Bektas Tepe
gezimania_tr

Ampicillin
resistance: Compatible restriction sites (\L}
amp _

JacZ Murti;:_-le: cIDning_ s'r.te )

containing restnction sites
MCS
U )

Origin of Foreign DNA

replication  PUG 18 vector
1. Digestion with restriction enzyme

BN 0 /)

2. loin with
DMA ligase.
Opened vector
Recyclzed vector without insert Vector plus foreign
DNA insert

3. Transform into Escherichia
coli and select on ampicillin
plates containing X-gal.

Blue transformants i i
(p-galactosidase - White transformants
active) . - (p-galactosidase
- inactive)
- -
Dol Nickeant and
D Cla
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Klonlama Vektorlerinin
Temel Ozellikleri

- Klonlama vektorler: arasinda virisler, kozmidler ve
yapay kromozomlar bulunur ve secim yapilirken
fragment boyutu ve konak tipi dikkate alinir.

- Plazmitler yaygin kullanilan vektorlerdir ve pUC19
buna 1y1 bir érnektir.

- pUC19, secim i¢cin ampisilin direnci genine ve
rekombinantlarin saptanmasini saglayan mavi—beyaz
tarama sistemine sahiptir.

- Ayrica lacZ genine yerlestirilmis coklu klonlama bolgesi
(MCS) bircok restriksiyon enzimi i¢cin kesim bolgesi
1cerir.
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Ampicillin
resistance: Compatible restriction sites (\L}
amp _

JacZ Murti;:_-le: cIDning_ s'r.te )

containing restnction sites
MCS
U )

Origin of Foreign DNA

replication  PUG 18 vector
1. Digestion with restriction enzyme

’% o0 o

2. loin with

DMA ligase.
Opened vector
Recyclzed vector without insert Vector plus foreign
DNA insert
3. Tran form into Escherichia
nd selec tc amp cillin
Iat-e containing X-gal.
-
.
_._._-___.___.—-—“
Blue transformants - Whi o
(#-galactosidase r ite transformants
active) . - (p-galactosidase
- inactive)
- -
Derial Nickront and
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pUC19 1le Gen
Klonlama Sireci

- Uygun bir restriksiyon enzimi MCS icindeki kesim
bolgesinden secilir ve hem vektor hem yabanci DNA bu
enzimle kesilir.

- Kesimle lineerlesen vektore yabanci DNA eklenir ve
DNA ligaz ile uclar birlestirilir.

- Bu ekleme lacZ genini bozarak eklenen DNAnin
varligini gosteren bir “insesiyonal inaktivasyon”
olusturur.

- E. coli hiicrelerine tasinan plazmitler ampisilin ve X-gal
1ceren ortama ekildiginde mavi koloniler vektorin bog
oldugunu, beyaz koloniler ise rekombinant DNA
tasidigini gosterir.
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Ampicillin
resistance: Compatible restriction sites (\L}
amp _

JacZ Murti;:_-le: cIDning_ s'r.te )

containing restnction sites
MCS
U )

Origin of Foreign DNA

replication  PUG 18 vector
1. Digestion with restriction enzyme

BN 0 /)

2. loin with
DMA ligase.
Opened vector
Recyclzed vector without insert Vector plus foreign
DNA insert

3. Transform into Escherichia
coli and select on ampicillin
plates containing X-gal.

Blue transformants i i
(p-galactosidase - White transformants
active) . - (p-galactosidase
- inactive)
- -
Dol Nickeant and
D Cla
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PCR Uriinlerinin Klonlanmasi ve

Taq Polimerazin Rolu

: - Taq polimerazin enzimatik 6zelligi nedeniyle Join Recombinant ;
PCR irinlerinin 3' ucunda sablondan DA S Mo ——,

—_—

o bagimsiz bir adenin kalintis1 bulunur. Re "9 TR W\ [z
.Z — >IacZ j | e——) ] !
(a'm) - Bu nedenle 3' ucunda timin ¢ikintilar A ” .'

&S tasiyan ozel lineer vektorler gelistirilmigtir  pcr

== (Figir a). product

[ @

D - Taq urtnleri bu timin cikintilariyla eglesir Se'ecta;e marker
— ve DNA ligaz yardimiyla vektore kolayca TEL  ARSCEN  Notl Notl ~ URA3  TEL
on eklenebilir. 0)  JoJews  ]I-INSERTEDDNA-) - )
YAC
(b)
A
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Yapay Kromozomlar ve Maya

Sisteminde Klonlama

s - Saccharomyces cerevisiae i¢in gelistirilen Join Recombinant -
maya yapay kromozomlari (YAC) buytik s DNA S Mo S

lacZ

DNA fragmentlerini tasiyabilen lineer Ae i
vektorlerdir (Figir b). I — >IacZ '
A T

- YAC’lar, normal 6karyotik kromozomlar gibi rcr
davranabilmek i¢in bir replikasyon gj"“‘
baslangic bolgesine, telomerlere ve bir
sentromere sahiptir.

Selectable marker
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TEL ARS CEN Notl Notl URA3 TEL

- Ayrica klonlama bolgesi ve transformasyon 00 e JRNSEREDDNAS) B9 )

. - . YAC
sonrasi secim yapilmasini saglayan bir gen
1cerir.

(b)
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Klonlama I¢cin Uygun Konaklarin
[ N ] o R § é
Ozellikler:
2
o= - Klonlama calismalarinda tercih edilen ————Bacteria. —— —Eukaryote —
o . konaklar kolay yetlstlrllebllen, DN A 1le kolay Escherichia coli Bacillus subtilis Saccharomyces ceres:ae
oo oe X oe L4 oe o L4 d : : s B
= dontistirilebilen ve kiiltiirde genetik olarak ? B
= stabil kalabilen mikroorganizmalardir. EJ: -yl
@ mesmen ”
A - Bu konaklarin ayrica vektoriin gogalmasina / é i,
Well-developed Easily transformed ell-develope
S 1zin verecek uygun enzimlere ve 1iy1 ' Well-develobed
= tanimlanmais bir genetik altyapiya sahip genetics Nonpathogenic genetics
[ . c 71 Many strains Naturally secretes Nonpathogenic
o — olmalar: 6nemlidir. available proteins Can process
Most-studied Endospore formation eukaryotic mRNAs
: - .y - bacteri implifies cult Easy t
— - E. coli, Bacillus subtilis ve maya S. cerevisiae =~ >2°™™ ksl I e i
m bu ozelhklem taslyan yaygin klonlama Potentially Genetically unstable  Plasmids unstable -
k kl d pathogenic Genetics less Will not replicate A
onaxkiariair. Periplasm traps developed than most bacterial E
A proteins in E. coli plasmids o
- Bu organizmalarin tim genom dizilerinin o Z
coziimlenmis olmasi ve genetik manipilasyon - i i .
araclarinin bol olmasi arastirmalar: .
kolaylastirmaktadir. &
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Bakteriyel ve Okaryotik Konaklarin

Tercih Nedenleri

- Insan bagirsaginda bulunan bazi dogal E.
coli suglar1 zararh olabilse de, klonlama icin
ozel olarak giivenli ve modifiye edilmis suslar
gelistirilmistir.

- Ancak gram-negatif olan E. coli'nin dis zar
yapisi, ifade edilen bazi proteinlerin
salgilanmasini zorlastirabilir.

- Bu nedenle protein salgisinin istenmesi

durumunda gram-pozitif B. subtilis tercih
edilebilir.

. Okaryotik proteinlerin dogru katlanmasi ve
1slenmesi gerektiginde ise maya S. cerevisiae
en yaygin kullanilan 6karyotik konaktir.

Bektas Tepe
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, Bacteria
Escherichia coli Bacillus subtilis
h v v
- 2N N (% )
‘ .
E A ! ° o \
{ Y A = ddo £, o8
b a I / . 2 -
Well-developed Easily transformed
genetics Nonpathogenic
Many strains Naturally secretes
available proteins
Most-studied Endospore formation
bacterium simplifies culture
Potentially Genetically unstable
pathogenic Genetics less
Periplasm traps developed than
proteins in E. coli
Advantages Disadvantages

 — Eukaryote —
Saccharomyces cerevisiae

Well-developed
genetics

Nonpathogenic

Can process
eukaryotic mRNAs

Easy to grow

Plasmids unstable

Will not replicate
most bacterial
plasmids

Gy
o
2
an
=}

—
(=}

D

)]

o
Q
o
~

)]

el
=
0
—
&
g
n
o
=
<
o0
~
o
o
~
Q
g

Prof. Dr. Bektags TEPE




Gy
o
2
an
=}

—
(=}

D

)]

o
Q
o
~

)]

=
=
0
—
&
g
n
o
=
<
o0
~
o
o
~
Q
g

Okaryotik Konaklara DNA Aktarimi

- Baz1 uygulamalarda bitki dokulari, bécek hiicre hatlari veya memeli hiicre
kiiltiirleri gibi daha karmasik ékaryotik konaklar kullanilabilir.

- Okaryotik ortamda klonlanmis DNAnin hiicre icine alinmasi icin
transfeksiyon, mikroenjeksiyon veya elektroporasyon gibi cesitli yontemler
uygulanir.

- Hangi 6karyotik konak secilirse secilsin, klonlanmis DNAnin hiicreye etkin
bir sekilde aktarilmasi temel gerekliliktir.

- Bu yontemler, gen ifadesinin dogru sekilde gerceklestirilebilmesi icin konak
hiicreye gereken genetik materyali kazandirir.
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Bakteride Yabanci Gen Ifadesinin
Zorluklar

- Klonlanan genlerin bakteride ifade edilmesi i¢cin genin bakteriyel bir
promotor kontroliine alinmasi gerekir.
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- Genin intronlar icermesi durumunda, bu intronlarin bakteride dogru bir
protein tretimi icin mutlaka cikarilmasi gerekir.

- Konak i1le uyumsuz kodon kullanimi, ifadenin verimini diisiirebilir ve gen
dizisinde diizenleme gerektirebilir.

- Ayrica bircok 6karyotik protein, aktif forma ulasmak icin bakterilerin
gerceklestiremedigi translasyon sonrasi modifikasyonlara ihtiyac duyar.
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Ekspresyon Vektorlerinin Amaci

- Ekspresyon vektorleri, klonlanan genlerin kontrollii sekilde ifade edilmesini
saglayacak gsekilde tasarlanir.

- Yeni konakta genin kendi promotoriiniin yetersiz caligabilmesi veya asiri
protein tretiminin konak hiicreye zarar verebilmesi nedenleriyle
diizenlenebilir sistemler kullanilir.

- Yiksek diizeyde transkripsiyon icin RNA polimeraza giiclii baglanan
promotorler tercih edilir.

- Bu tasarim, hem genin etkin transkripsiyonunu hem de hiicre biiylimesinin
yonetilebilir olmasini saglar.
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- Bu polimeraz geni, lac gibi kolay
diizenlenebilir bir sistem altinda konak
kromozomuna entegre edilir.

[ N J [ N J [ N J L.C%5
T7 Promotoriyle Kontrollii Gen
° o ’%
Ifadesi
§
1 1 - ith1  Inducel/ac T7 RNA
O - T7 bakteriyofaji, yalnizca T7 promotorlerini Gt it ol e Gene
O taniyan kendi RNA polimerazini kodlar ve PTG \ S
o bu ozellik ekspresyon sistemlerinde
= kullanilir. fac b 4
m ’af o eropera o polymerase
&S - T7 ekspresyon vektorlerinde klonlanan gen, . xt.{;% / /’__%
== T7 promotori kontroliine alinir ve konakta AT -
= T7 RNA polimeraz geninin bulunmasi ""—f:“ L), P | gene
s | . ,.;vL-{,ﬁ J O 1 pET plasmid l l
gerekir. 3 77 ) |
| - 4
E Chromos§7ne-‘( lacl
A

- Boylece arastirmaci, klonlanan genin ifade
zamanini ve diizeyini hassas bir bicimde

kontrol edebilir.
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[ J [ ] [ J L.c%a
BL21 ve pET Sisteminin Calisma
Prensibi
§
TN . BLZI serisl E. coli suslari, pET vektorleri 'F;‘r‘c’)‘r‘:;g’rcwith gz,ﬁﬂé,ase Sriréi P
O 1le uyumlu olarak T7 tabanli ekspresyon IPTG \
icin O6zel geligtirilmistir.
g 1¢in Ozel gelistirilmigtir — ;3
o0 - IPTG gibi bir lac indiikleyicisi eklendiginde /ar%motefpefatm ol miorass
S T7 RNA polimeraz aktiflesir ve yalnizca T7 ; \ﬁ / /d_% /
== promotoriine bagl klonlanmig genleri = T7
: . \ " v,--f'- LA promoter =— Cloned
z transkribe eder. " ':‘*‘j; A\ ",' | gene
s | A _L’,ﬁ LN 1 pET plasmid ll
— - T7 RNA polimerazin yliksek etkinligi, RNA | & :.:’( ‘
laa) oncillerinin ¢ogunu kullanarak konak - Chromosome 12
genlerinin transkripsiyonunu biytik 6l¢iide h
A sinirlar. —

- Boylece hiicre biiylimesi durma noktasina
gelir ve yapilan translasyon esas olarak

hedef proteini tGretir.
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mRNA’nin Ktkili Translasyona
Ugramasi Icin Gerekenler

- Bir mRNA’dan etkin protein iiretimi i¢in ribozomlarin dogru bélgeye
baglanmasi ve dogru okuma cercevesinde baslamasi gerekir.
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- Bakteriyel ribozom baglanma bolgeleri (RBS) okaryotik genlerde bulunmaz
ve bu nedenle vektore miithendislik yoluyla eklenmelidir.

- Okaryotik kokenli genlerin bakteride yiiksek seviyede ifade edilebilmesi icin
bu RBS ve uygun baslangi¢c kodonlarinin yerlestirilmesi zorunludur.

- Bu diizenlemeler translasyon verimliligini artirarak hedef proteinin yeterli
miktarda tiretilebilmesini saglar.
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Kodon Kullanimi ve
Site-directed Mutagenez

- Kodon kullanimi, konak hiicredeki 1lgili tRNA’larin bolluguna bagh
oldugundan translasyon verimini énemli 6l¢iide etkiler.
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- Genetik kodun fazlaligi nedeniyle bircok amino asit i¢in birden fazla kodon
bulunur ve her konak bu kodonlar:1 farkli sikliklarla kullanir.

- Klonlanan gen konakla uyumsuz bir kodon paternine sahipse protein
Uretimi verimsizlesebilir.

- Bu durumda secilen kodonlarin site-directed mutagenez ile diizenlenmesi
ifadenin artirilmasi i¢cin etkili bir ¢éztiimdyiir.
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mRNA Uzerinden Gen Klonlama
Yaklasimi

- Okaryotik genlerde intron bulundugundan, bu genlerin bakteride dogru
proteini iiretmesi i¢in intronlarin cikarilmasi gerekir.
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. Okaryotik mRNA’larin 3' uclarindaki poli(A) kuyruklari, bunlarin diger
RNA tiirlerinden ayrilmasini kolaylastirir ve saflagtirmada avantaj saglar.

- Poli(T) iceren kromatografi kolonlari, poli(A) kuyruklariyla esleserek
mRNA’y1 secici bicimde baglar ve ayirir.

- Boylece diisiik bolluklarina ragmen hiicre ekstraktlarindan zenginlestirilmis
bir mRNA fraksiyonu elde edilir.
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‘dan cDNA Sentezi :
mRNA’dan c entezi ve
Klonlama e
Eukaryotic 5 O_w 3 Eg
M - izole edilen mRNA, RT-PCR kullamlarak intronsuz %" S IR I)2)) 3 B
O bir cDNA’ya donustiralir. pmm.;,ter Start Stop  Poly(A)
(- codon codon site
=D - Elde edilen cift sarmalli cDNA yalnizca kodlayici e
(o= dizileri icerir ve intron barindirmadigi i¢cin and prc:f:}essing
bakteriyel ifade icin uygundur.
% Matute E(QQ 1)2)3 %A—A—A—A 3
o — 5' cap Start Stop
codon codon
© oo RT-PCR
m (see Figure 12.2) E
S5
A £
50)) 1) 2) 3 JJARAAS <
cDNA sQ 1) 2)3 PTITT)s 2
Start Stop E
codon codon
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MmRNA’dan cDNA Sentezi ve

Klonlama

- Ancak bu cDNA’da promotor gibi yukar:

diizenleyici bolgeler bulunmadigindan
1fadenin gerceklesmesi icin ekspresyon
vektorlerine ihtiyac vardir.

- Bu vektorler, bakteriyel promotorler ve

ribozom baglanma bolgeleri ekleyerek genin
yiksek seviyede ifade edilmesini saglar.
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lacl
malE

Encodes
protease
cleavage
site

MCS

lacZ'

pBR322
origin

Ampicillin resistance
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Yapay Gen Tasarimi i1le Klonlama

- Kiiciik proteinler i¢cin genin bastan sona yapay olarak sentezlenmesi
mumkindir.

- Baz1 memeli proteinleri biiyiik 6ncii proteinlerden proteolitik igslemle
uretildiginden, dogrudan aktif formu kodlayan kisa genlerin tasarlanmasi
avantaj saglar.

- Yapay genler intronsuz olduklari icin ek RNA isleme basamaklarina ihtiyac
duymaz.

- Ayrica promotorler, diizenleyici diziler ve konak uyumlu kodon kullanimi
gen dizisine bastan itibaren eklenebilir.
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Protein Stabilites1 ve
Ekspresyon Sonras1 Sorunlar

- Yeni bir konak hiicrede sentezlenen proteinler bazen proteazlarca
parcalanmaya ya da konaga toksik etki gostermeye yatkin olabilir.
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- Agir1 Giretim durumlarinda bazi proteinler ¢éziinmeyen agregalar
olusturarak inkliizyon cisimciklerine dénitisebilir.

. Inkliizyonlar kolayca saflastirilabilse de icerdikleri protein genellikle zor
cOzlinlr ve kismen denatiire olabilir.

- Bu nedenle protein stabilitesi ve ¢oziinebilirligine iligskin sorunlar tiretim ve
saflastirmay1 onemli 6l¢tide etkileyebilir.
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Fizyon Proteinler: ile
Saflastirmanin Kolaylastirilmasi

- Protein saflastirmasi, hedef proteinin vektorde kodlanan bir tasiyici
proteinle flizyon halinde liretilmesiyle énemli 6l¢iide kolaylasir.
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- Bu amacla iki gen birlestirilerek tek bir okuma cercevesi haline getirilir ve
araya ticari bir proteaz tarafindan taninan kisa bir kesim bolgesi eklenir.

- Transkripsiyon ve translasyondan sonra tek bir flizyon proteini tiretilir ve
saflagtirma tasiyici proteine 6zgii yontemlerle yapilir.

- Proteaz uygulamasi, saflagtirilmig flizyon proteinini ikiye ayirarak hedef
proteinin tasiyicidan serbest kalmasini saglar.
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Tasiyict Protein Seciminin
Avantajlar:

- Tasiyic1 protein, inkliizyon olusturmayan ve
kolay saflagtirilabilen bir protein tiiriinden
secildiginde hedef proteinin elde edilmesi
daha verimli olur.
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lacl
malE

- Cegitli flizyon vektorleri mevcuttur ve
yandaki figiir bu vektorlerden ayni zamanda
ekspresyon vektorii olan bir 6rnegi
gostermektedir.

Encodes
protease
cleavage
site

MCS

- Bu 6rnekte tasiyici protein, maltoza yliksek
afinitesi nedeniyle kolay saflastirilan E. coli
maltoz-baglama proteinidir (malkE). pBR322
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Ampicillin resistance

- Flizyon yapisinin kesilmesiyle hedef protein
elde edilir ve bu yontem zaman, maliyet ve
emek acisindan énemli tasarruflar saglar.
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Sinyal Dizisi Iceren Tasiyic
Proteinlerin Sagladigi Ek Avantajlar

- Tasiyic1 protein, hidrofobik amino asitlerce zengin bakteriyel sinyal dizisini
1cerdiginde protein sitoplazmik zar lizerinden tasinabilir.
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- Bu 6zellik, bakteriyel sistemlerin memeli proteinlerini yalnizca tiretmekle
kalmayip ayni zamanda hiicre disina salgilamasini mimkiin kilar.

- Boyle bir sistemde hedef protein diger salgilanan proteinlerden, maltoz-
baglama proteinine 6zgi baglanma recineleriyle kolayca ayristirilabilir.

- Bu nedenle tasiyici proteinler, istenen lirtine ulasmak icin kullanilan
stratejilerde hem verim hem de pratiklik saglar.
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Mutagenez Yontemlerine Genel
Bakis

- Konvansiyonel mutajenler mutasyonlari canli organizmanin biitiin
DNA’sinda rastgele olustururken site-directed mutagenez mutasyonlari tam
belirlenmis konumlarda olusturur.

Gy
o
2
an
=}

—
(=}

D

)]

o
Q
o
~

)]

=
=
0
—
&
g
n
o
=
<
o0
~
o
o
~
Q
g

- Bu teknik, genlere yalnizca birkac baz eklemek veya cikarmakla degil buiylk
DNA parcalarini belirlenmis noktalara yerlestirmekle de kullanilabilir.

- Site-directed mutagenez, sentetik DNA ve klonlama tekniklerinden
yararlanarak mutasyonlarin kontrollii bicimde yapilmasini saglar.

- Boylece arastirmacilar genlerin ve proteinlerin yapi—islev iligkilerini hassas
noktalarda inceleme imkani bulur.
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Site-Directed Mutagenez Icin
Oligontikleotidler

- Bu yontemde gerekli kisa DNA dizileri (oligoniikleotidler) kimyasal olarak
sentezlenir ve PCR ile hibridizasyonda primer veya prob olarak
kullanilabilir.
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- Uzunlugu 12—40 baz arasinda olan oligoniikleotidler ucuz ve yaygin olarak
bulunurken gerektiginde 100 bazdan uzun diziler de sentezlenebilir.

- Bu teknik, belirli bir gendeki herhangi bir baz ciftinin hedeflenerek
degistirilebilmesine imkan verir.

- Mutasyon iceren gen ifade edildiginde amino asit dizisi degismis bir protein
elde edilir ve bu da belirli amino asitlerin islevsel 6nemini test etmeyi
saglar.
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Mutagenez Stuireci ;
3)
=
-—0 - Bir siirecte, klonlanmig hedef gen tek zincirli hale getirilir ve tek baz
Q uyumsuzlugu tasiyan mutagenez oligoniikleotidiyle hibritlesmesi saglanir.
—
=D - DNA polimeraz senteziyle olusan tamamlayici zincirde mutasyon tasinir ve
g .o - .
o0 bu vektor konak hiicreye aktarildiginda yari-korunumlu replikasyon
&S gerceklegir.
=
@ = Source Single-stranded Base-pairing with Double-stranded plasmid
3 plasmid DNA source gene with mutant gene
(f—————————)————) 1 1% I 4 =
‘HI H|~:‘|‘ |‘~ ‘ E
\ V4 ' 2
=€ . M
1. Clone source gene 2. Add synthetic 3. Extend single 4. Transformation =
into plasmid and oligonucleotide strand with Q
denature to yield with one base DNA polymerase. S
single-stranded DNA. mismatch. E
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Mutagenez Streci

- Boliinme sonrasi olusan iki kardes hiicreden biri mutasyonu tasirken digeri
yabanil tip halinde kalir.

- Ardindan, mutasyonu tasiyan kolonilerin belirlenmesi i¢in tarama yapilir.

Source Single-stranded Base-pairing with Double-stranded plasmid
plasmid DNA source gene with mutant gene
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1. Clone source gene 2. Add synthetic 3. Extend single 4. Transformation =

into plasmid and oligonucleotide strand with Q

denature to yield with one base DNA polymerase. S

single-stranded DNA. mismatch. E
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PCR Tabanli Site-Directed
Mutagenez

- PCR yonteminde mutasyon iceren kisa oligoniikleotid, hedef DNA’ya
ortadaki uyumsuzlugu icerecek sekilde baglanacak bicimde primer olarak
tasarlanir.
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- Primerin, baglanmanin stabil olabilmesi i¢cin uyumsuzlugun her iki yaninda
yeterli sayida eslesen niikleotid bulunmasi gerekir.

- Mutant primer normal bir primerle birlikte kullanildiginda PCR
amplifikasyonu sirasinda mutasyon DNA iriintine dahil edilir.

- Boylece PCR, mutasyonun hedef diziye dogrudan yerlestirilmesini saglayan
glicli bir arac olarak kullanilabilir.
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Site-Directed Mutagenezin
Uygulamalar:

- Enzimologlar, mutant genin kodladigl enzimi 6zgiin enzimi sentezleyemeyen
bir konak hiicreye aktararak yalnizca mutant enzimin aktivitesini
degerlendirebilir.
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- Bu yaklasim, kataliz, direnc¢, duyarlilik ve protein—protein etkilesimleri gibi
ozelliklerin belirli amino asitlerle iligskisini aciga ¢ikarmayl mimkiin kilar.

- Site-directed mutagenez, enzimlerin islevsel bolgelerini anlamada gticli bir
deneysel strateji sunar.

- Genetik mihendisliginde ise bu yontem 6zel proteinlerin 6zelliklerini
1yllestirmek amaciyla siklikla kullanilmastir.
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DNA Kasetlerinin Temel Mantigl

- Bir genin belirli bolgelerini degistirmek veya daha genis diziler eklemek icin
sentetik DNA kasetleri kullanilir.

- Bu kasetler polimeraz zincir reaksiyonu veya dogrudan DNA senteziyle
uretilebilir ve hedef DNA’daki 6zgil restriksiyon bolgeler: araciligiyla yer
degistirir.

- Uygun restriksiyon bolgesi yoksa, istenen konuma bu bolge site-directed
mutagenezle eklenebilir.

- Yerine gececek kasetler genellikle yabanil tip DNA parcasiyla ayni boyutta
olacak gekilde tasarlanir.
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Knockout Mutasyonlarimin Biyolojik
Kullanimi

- Bir kaset yerlestirildiginde hiicre, ilgili gen islevini kaybettigi icin bu tip
mutasyonlara knockout mutasyonu adi verilir.

Gy
o
2
an
=}

—
(=}

D

)]

o
Q
o
~

)]

=
=
0
—
&
g
n
o
=
<
o0
~
o
o
~
Q
g

- Knockout mutasyonlari transpozonla yapilan ekleme mutasyonlarina benzer
olsa da burada mutasyona ugratilacak gen arastirmaci tarafindan secilir.

- Haploid organizmalarda yalnizca temel olmayan genler bozuldugunda canlh
hiicreler elde edilebilir.

- Bu nedenle knockout mutasyonlari, bir genin yasamsal olup olmadigini
belirlemede yaygin olarak kullanilir.
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Raportor Genlerin Ortaya (Cikisi

- DNA manipilasyon teknikleri gen ekspresyonunun incelenmesinde devrim
yaratmig ve raportor gen flizyonlar: bu stirecte 6nemli bir ara¢ olmustur.

- Bir raportor gen flizyonunda, bir kaynaktan gelen kodlama dizisi, bagka bir
kaynaktan gelen diizenleyici bolgeye baglanir ve hibrit bir gen olusturulur.

- Boylece farkli kosullar altinda diizenleyicinin algiladig: sinyaller, raportor
gen lirininin ol¢limiyle takip edilir.

- Raportor genin temel 6zelligi, tirtiniinlin kolayca saptanabilir ve ol¢tilebilir
olmasidir.
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Raportor Genlerin Kullanim Alanlar:

- Raportor genler plazmidin varligini ya da DNA parcasinin vektore yerlesip
yerlesmedigini gostermek icin kullanilabilir.

- Ayrica baska genlerin kodlama bélgelerine veya promotorlerine baglanarak
1lgili genlerin ifade diizeylerinin calisilmasina imkan saglar.

. Tk yaygin kullanilan raportér gen, E. colinin laktoz katabolizmasinda gérev
alan lacZ genidir.

- lacZ ifade eden hiicreler, X-gal iceren ortamlarda -galaktozidazin substrati
parcalama etkisiyle mavi renk olusturarak kolayca taninir.
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GFPnin Raportor Olarak Yaygin
Kullanimai

- Yesil floresan protein (GFP) glinlimiizde en yaygin
kullanilan raportorlerden biridir.
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- Aequorea victoria adl1 denizanasindan klonlanan GFP,
cogu hiicrede stabil olarak ifade edilir ve metabolizmayi
bozmadan floresan sinyal tiretir.

- Bir genin ifadesi GFP’ye baglandiginda, GFP’nin parlamasi
1lgili genin de ifade edildigini gosterir.

- GFP’den sonra farklh renklerde ¢cok sayida floresan protein
gelistirilmis ve cesitli calismalar i¢cin raportor olarak
kullanilmaya baslanmistir.
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Gen Fuzyonlarimin Yapis: ve Tiirleri

- Gen flizyonlar, 1ki farkli gene ait dizilerin bir araya getirilmesiyle
olusturulan genetik yapilardir.

- Bir genin promotori ¢ikarildiginda, bu kodlama dizisi farkl bir
diizenleyiciye baglanarak gen yeni bir promotor kontroliine alinabilir.

- Alternatif olarak bir promotor bolgesi, Girtinliniin kolay 6lc¢iilebilecegi bir
gene baglanabilir.

- Operon flizyonlarinda kodlama dizisi kendi translasyon sinyallerini korur;
protein flizyonlarinda ise iki gen birleserek ortak baslangic ve bitis
sinyallerine sahip tek bir hibrit protein olusturur.
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translasyon baslangic sinyallerinin raportore
eklenmesiyle incelenir.

X)) X)) o L4 l;%5
(Gen Fluzyonlarinin Duzenleyic
o i oo 8 g
Mekanizmalar: Incelemedeki Rolu
§
o— - Gen fiizyonlari, dogal gen iriiniiniin 6lclilmesinin =~ o : _ }
O zor veya maliyetli oldugu durumlarda gen prometer Coding sequence
g diizenlenmesini incelemek i¢in ideal araclardir. Reporter gene
0
@ msmn . .. . . Promoter Coding sequence
o0 - Hedef genin diizenleyici bolgesi, -galaktozidaz t cmid,;te.
&S veya GFP gibi bir raportorle birlestirilerek i1lgili Gene fusion
) kosullar altinda ifade diizeyler1 izlenir. Promoter .
- Control of target gene promoter.
D - Transkripsiyonel kontrol, ilgilenilen genin onmme. N =
— transkripsiyon baglangic sinyallerinin raporlayici i Substrate
oN gene baglanmasiyla; translasyonel kontrol ise " Colored product
A

- Bu yaklasim, arastirmacilarin bir genin hangi
kosullarda ve nasil diizenlendigini sistematik
bicimde belirlemesine olanak tanir.
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Diizenleyici Gen Mutasyonlarinin
Fizyonlar Uzerinden Analizi

- Diizenleyici genlerde olusturulan mutasyonlar, flizyon genleri tasiyan
hiicrelere aktarilarak ilgili genin ifadesi tizerindeki etkileri test edilir.
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- Bu sayede, hedef genin kontroliinde rol oynadig1 diisiintilen cok sayida
diizenleyici gen hizli bicimde taranabilir.

- Raportor flizyonlar yalnizca gen ifadesini izlemek i¢cin degil, ayni zamanda
baz1 proteinlerin saflastirilmasini kolaylastirmak amaciyla da kullanilabilir.

- Boylece hem fonksiyonel hem de yapisal calismalar i¢cin genis bir arastirma
1mkani sunulur.
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Transgenik Mikroorganizmalardan Uriin
Elde Edilmesi

- Genetik miithendisligi, mikroorganizmalar: yakitlar, kimyasallar, ilaclar ve
hormonlar gibi degerli tirtinlerin tretildigi kiiciik biyolojik fabrikalara
dontistirebilen gliclii bir biyoteknoloji aracidir.
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- Buraya kadar DNAnin manipiilasyonu, klonlanmasi ve ifade ettirilmesi i¢in
kullanilan teknikleri ele almigken, bu kisimda bu tekniklerin degerli
proteinlerin, genetigi degistirilmis canlilarin, asilarin ve metabolik yollarin
Uretiminde nasil uygulandigini gorecegiz.

- Biyoteknoloji sayesinde mikroorganizmalarin yliksek verimle tiriin
uretebilmesi, bircok tibbi ve endiistriyel uygulamanin temelini olusturur.

- Bu nedenle genetik miihendisligi, modern biyoteknolojinin ekonomik olarak
onemli bir bileseni haline gelmistir.
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Memel1 Proteinlerinin Mikrobiyal
Uretimdeki Ekonomik Onemi

- Memeli proteinleri genellikle dokularda diisiik miktarlarda bulundugu icin
saflagtirilmalari oldukca maliyetlidir ve bu da onlarin biyoteknolojik
uretimini ekonomik acidan degerli kilar.
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- Hicre kiltiriyle bu proteinlerin tiretilmesi miimkiin olsa da, mikrobiyal
kiiltirlere kiyasla cok daha zor ve pahali bir yontemdir.

- Bu nedenle biyoteknoloji sektorii, bircok farkli memeli proteinini yliksek
verimle tiretebilen genetigl degistirilmis mikroorganizmalar gelistirmistir.

- Boylece hem tibbi uygulamalar i¢cin protein arzi artmis hem de maliyetler
onemli o6l¢ciide azalmigtir.
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Somatotropin:
Tek Zincirlh Bir Insan Hormonu

- Insan somatotropini (biiyime hormonu), tek bir polipeptitten olustugu icin
genetik miithendisligi acisindan insiilinden daha basit bir 6rnek sunar.
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- Somatotropin eksikligi kalitsal cilicelige yol actigindan, bakterilerde liretilen
rekombinant somatotropin ¢cocuklarda biiyiime geriliginin tedavisinde
kullanilmaktadir.

- Ancak baz clicelik tiirleri somatotropin reseptor eksikliginden
kaynaklandigindan, bu vakalarda hormon tedavisi etkisiz kalir.

- Insan somatotropin geninin klonlanmasi ve bakterilerde basariyla ifade
edilmesi, hormonu tibbi bir lirtin olarak genis 6lcekte erigilebilir hale
getirmistir.
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. Insan somatotropin geni, mRNA’dan olusturulan

cDNA olarak klonlanmistir.

- cDNA, daha sonra bakteriyel bir ekspresyon

vektorinde ifade ettirilerek fonksiyonel hormon
Uretimi saglanmastir.

- Kisa polipeptid hormonlarin proteazlarla kolayca

parcalanmasi bir sorun olsa da, proteaz
icermeyen bakteri suslarinin kullanilmasiyla bu
problem giderilmistir.

Bugiin rekombinant biiyime hormonu
enjeksiyonla uygulanmakta ve kisa boy
gelisimine neden olan cesitli sendromlarda
binlerce cocugun tedavisinde basarili sonuclar

vermektedir.
Bektas Tepe
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into cow
MRNA to cDNA to increase
using reverse milk yield.
transcriptase.
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Somatotropin Geninin Klonlanmasi
ve Proteaz Sorununun Asilmasi

( ”
. BST mRNA 3
Bacterial promoter £ ) v
d RBS rom cow \ - {
an y ey

o L4

| I y' \
Bovine somatotropln mRNA

Inject rBST
Expressmn vector Convert BST

Bovine somatotropin cDNA

\ Commercial

Transform production

into cells of
Escherichia coli.
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Somatotropinin Kullanim Alanlar: ve
Spor Dinyasindaki Durumu

- Rekombinant somatotropin yetiskinlerde bazi doku atrofisi vakalarinda
kullanilabilse de bu yaygin bir tedavi yontemi degildir.
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- Hormonun performans artirici etkileri iddias1 nedeniyle Uluslararasi
Olimpiyat Komitesi ve bazi profesyonel spor ligleri tarafindan kullanimi
yasaklanmigtir.

- Bu durum, rekombinant hormonlarin tibbi kullaniminin yani sira etik ve
diizenleyici boyutlarinin da dikkate alinmasi gerektigini gosterir.

- Somatotropin tedavisinin etkisi, altta yatan biyolojik nedenlere gore biiytik
Olciide degisiklik gosterebilir.
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Rekombinant Sigir Somatotropini
(rBST) ve Stit Verimi
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H— - Rekombinant sigir somatotropini (rBST), stit
Q sigirlarinda siit Giretimini artirmak amaciyla . L S — .
— acterial promoter X
o kullanilmaktadir. and RBS from cow . ey
o0 - rBST enjeksiyonu ineklerin biiylimesini ( e ; \
S artirmaz, ancak prolaktin reseptoriine . S°mat°"°p'" Lk rject 1857
- . .. . o . Convert BST into cow
== baglanarak siit tiretimini uyarir. mRNA to cDNA to increase
. g t‘f;?,?cifgér;: s e
. - Somatotropinin biri bliiylimeyi, diger1 siit l
Uretimini tetikleyen iki farkli baglanma bolgesi : Bovine sematoopin cONA B
Q v==mw - o . . / r
on bulundugu i¢cin bu etki ortaya cikar. ’ .
= Ay
=
. . e . . : g
A - Ancak insan somatotropini tedavilerinde ;Sform e xl i
prolaktin aktivitesinin yan etkilerinden Eechariehia coli 4 3
kacinmak i¢cin hedef baglanma bolgeleri site- N A
=
ol

directed mutagenez ile degistirilmistir.
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Somatotropinin Ozellestirilmesi ve
Daha Etkili Ila¢ Tasarimi

. Insan somatotropininin prolaktin reseptériine baglanan amino asitleri
degistirilerek hormonun yalnizca biiylime hedefli etkisi korunmustur.
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- Bu ornek, dogal hormonlarin sadece liretilmekle kalmayip 6zgiilliiklerinin ve
aktivitelerinin de iyilestirilebildigini gosterir.

- Genetik miithendisligi sayesinde daha giivenli ve daha etkili farmasotik
urinler tasarlanabilmektedir.

- Boylece biyoteknolojik yaklasim, tedavide hedefe yonelik ve kisisellestirilmis
cozlimler gelistirmeye olanak tanir.
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Diger Memeli Proteinlerinin Uretimi
ve Tibb1 Kullanimi

- Glintimuizde bir¢cok memeli proteini, genetik miithendisligi sayesinde
mikrobiyal sistemlerde tiretilmekte.
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- Bu proteinler arasinda c¢esitli hormonlar ve kan pihtilasmasiyla iligkili
onemli kan proteinleri bulunur.

- Ornegin doku plazminojen aktivatorii (TPA), iyilesme siirecinin sonunda
olugabilecek kan pihtilarini ¢c6zmek icin kullanilir.

- Kardiyovaskiiler hastaliklarin yaygin oldugu toplumlarda TPA’nin
mikrobiyal Giretimi, tedaviye hizli erisim acisindan biiyiik 6nem tasir.
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Kan Pihtilasma Faktorler: ve
Hemofili Tedavisi

- Pihtilagma faktorleri VII, VIII ve IX, kan pihtisinin olusumu i¢in kritik
proteinlerdir ve eksiklikleri hemofiliye yol acar.
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- Hemofili hastalari bu eksikligi gidermek i¢cin mikrobiyal kaynakli
rekombinant pihtilasma faktorleriyle giivenli sekilde tedavi edilebilir.

- Gecmiste stok insan kanindan elde edilen faktorler HIV ve hepatit C gibi
virislerle kontamine olabildigi icin ciddi enfeksiyon riskleri tasimaktaydai.

- Rekombinant DNA teknolojisi bu riskleri ortadan kaldirarak hemofili
tedavisini giivenilir hale getirmistir.
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Genetik Mithendisligi ile Uretilen
Diger Enzimler: DNaz I Ornegi

- Baz1 memeli proteinleri hormon degil enzimdir ve bunlar da genetik
miithendisligi ile tiretilir.

Gy
o
2
an
=}

—
(=}

D

)]

o
Q
o
~

)]

el
=
0
—
&
g
n
o
=
<
o0
~
o
o
~
Q
g

- Insan DNaz I enzimi, kistik fibrozis hastalarinin akcigerlerinde biriken
DNA iceren yogun mukusu parcalamak icin kullanilmaktadir.

- Kistik fibrozisli bireylerde Pseudomonas aeruginosa enfeksiyonu sik gorilir
ve bakteriler akcigerlerde biyofilm olusturarak tedaviyi zorlastirir.

- Bakteriler lizis oldugunda aciga cikan DNA mukusu daha da
yogunlagtirdigindan, DNaz bu DNA’y1 parcalayarak solunumu kolaylastirir.
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Transgenik Organizmalara Genel
Bakis

- Bitki ve hayvanlarin geleneksel 1slah yontemleriyle gelistirilmesi uzun bir
gecmise sahipken, rekombinant DNA teknolojisi bu alanda kokli
degisiklikler yaratmigtir.
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- Yiksek organizmalarin genetik miithendisligi mikrobiyolojinin dogrudan
alani olmasa da, DNA'nin bakteriler ve plazmitler kullanilarak manipiile
edilmesi bu siirecin temelini olusturur.

- Basgka bir organizmadan gen tasiyan canlilara transgenik organizmalar
denir ve kamuoyunda bunlar genellikle GDO olarak bilinir.
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Ti Plazmidi ve
Bitkilere Gen Aktarimi

- Rekombinant DNA’nin bitki hiicrelerine aktarimi elektroporasyon veya
transfeksiyonla yapilabilse de, Agrobacterium tumefaciens’in Ti plazmidi
bircok bitki tiirti icin dogrudan DNA transferi saglayabilir.

- Ti plazmidi bakterinin virilansindan sorumludur ve bitkiye aktarilan T-
DNA adi verilen bir bolge icerir.

3. Transfer to 4. Grow transgenic
plant cells. plants from
plant cells.

2. Transfer by

Mobilized region : r
conjugation.

/ Forelgn
Kanamycin /J\ 1. Transfer to

resistance E. coli cells.

b

y~ Origin
A. tumefaciens

@=3—® Chromosomes

\
N
\\[‘J\uclegg_/

N ( y.
& 2 7

Spectinomycin A e :
resistance S Origin E. coli

Cloning vector

@ (b) (c) (@
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Ti Plazmidi ve
Bitkilere Gen Aktarimi

- T-DNA’nin uc¢ kisimlarindaki diziler aktarim icin gereklidir ve yabanci
DNA'nin bu uclar arasina yerlestirilmesi gerekir.

- A. tumefaciens enfeksiyonu sonucunda bitkide ‘ta¢ uru’ hastaligi gelisir ve
bu siire¢ plazmidin tasidigr genlerle iligkilidir.

2. Transfer by 3. Transfer to 4. Grow transgenic
conjugation. plant cells. plants from
plant cells.

Mobilized region

/ Forelgn

Kanamycin /J\ 1. Transfer to

resistance T E. coli cells.
==

y~ Origin
A. tumefaciens

@=3—® Chromosomes

/ [
\ 7, \
\EE:E;] \

Spectinomycin - - - Nucleus - -
resistance Origin E. coli A\ == &
Cloning vector A. tumefaciens N - &
Plant cell
@ (b) (c) @
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[kili (Binary) Vektor Sistemi

- Bitkilere gen aktariminda yaygin kullanilan bir yontem, klonlama vektori
1le yardimeci plazmidden olusan iki plazmitli ikili vektor sistemidir.

- Klonlama vektori, T-DNA'nin 1ki ucunu, ¢oklu klonlama boélgesini, hem F.
coli hem A. tumefaciens’te cogalabilmeyi saglayan 1ki replikasyon orijinini ve
bitki ile bakteride secime olanak veren iki antibiyotik direnci genini tasir.

2. Transfer by 3. Transfer to 4. Grow transgenic
conjugation. plant cells. plants from

@=3—® Chromosomes plant cells.

Mobilized region

/ Forelgn
Kanamycin /J\ 1. Transfer to

resistance E. coli cells.

b

y~ Origin
A. tumefaciens

\
N
\\[‘J\uclegg_/

N ( y.
¢ ) =

Spectinomycin A e :
resistance S Origin E. coli

Cloning vector

@ (b) (c) (@

Bektas Tepe
gezimania_tr

A. tumefaciens
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[kili (Binary) Vektor Sistemi

- Yabanci DNA vektore klonlandiktan sonra E. coli’'ye aktarilir ve buradan
konjugasyon yoluyla A. tumefaciens’e aktarilir.

- Bu klonlama vektori T-DNA transferi icin gerekli genleri tasimaz, ancak
uygun bir yardimeci plazmidle bir araya geldiginde T-DNA bitkiye
aktarilabilir.

2. Transfer by 3. Transfer to 4. Grow transgenic
conjugation. plant cells. plants from
plant cells.

Mobilized region

/ Forelgn

Kanamycin /J\ 1. Transfer to

resistance T E. coli cells.
==

y~ Origin
A. tumefaciens

@=3—® Chromosomes

/ [
\ 7, \
\EE:E;] \

Spectinomycin - - \\[‘l\ucliu_g_/ -
resistance Origin E. coli \ D
Cloning vector A. tumefaciens S - &
Plant cell
@ (b) (c) @
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Yardimeci Plazmid (D-Th) ve
T-DNA Transferi

- “Disarmed” D-Ti plazmidi, Ti plazmidinin vir bolgesini icerir ancak T-
DNA’y1 ve hastalik baglatan genleri icermez.

- D-Ti, klonlama vektoriindeki T-DNA’nin mobilizasyonu i¢in gerekli tim
1slevleri saglar.

2. Transfer by 3. Transfer to 4. Grow transgenic
conjugation. plant cells. plants from
plant cells.

Mobilized region

/ Forelgn

Kanamycin /J\ 1. Transfer to

resistance T E. coli cells.
==

y~ Origin
A. tumefaciens

@=3—® Chromosomes

/ [
\ 7, \
\EE:E;] \

Spectinomycin - - - Nucleus - -
resistance Origin E. coli A\ == &
Cloning vector A. tumefaciens N - &
Plant cell
@ (b) (c) @
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Yardimeci Plazmid (D-Th) ve
T-DNA Transferi

- Klonlanmis DNA ve kanamisin direnci geni D-Ti tarafindan mobilize
edilerek bitki hiicresine aktarilir ve hiicre ¢cekirdegine girer (Figiir d).

- Bitki kromozomuna entegre olan yabanci DNA ifade edilerek bitkiye yeni
ozellikler kazandirabilir.

3. Transfer to 4. Grow transgenic
plant cells. plants from
plant cells.

2. Transfer by

Mobilized region : r
conjugation.

/ Forelgn
Kanamycin /J\ 1. Transfer to

resistance E. coli cells.

b

y~ Origin
A. tumefaciens

@=3—® Chromosomes

\
N
\\[‘J\uclegg_/

N ( y.
g ) =

Spectinomycin A e :
resistance S Origin E. coli

Cloning vector

@) (b) (c) )
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bitkilerde oldukca etkili calisir ve domates,
patates, tiitlin, soya fasulyesi, yonca ve
pamuk gibi bir¢cok énemli tiriinde
kullanilmigtir.

- Bu yontemle ceviz ve elma gibi bazi1 agac

tirlerinde de transgenik bireyler elde
edilmistir.

- Ti sistemi tahillar gibi monokotil bitkilerde

calismaz, bu nedenle bu gruplarda DNA
aktarimi icin mikroprojektil bombardimani
gibi alternatif yontemler kullanilir.

- Bu farkl yontemler sayesinde hem dikotil

hem monokotil bitkilerde transgenik
cesitlerin gelistirilmesi miimkiin olmustur.

Bektas Tepe
gezimania_tr

T1 Sistemi 1le Elde Edilen
Transgenik Bitkiler

- T1 plazmid sistemi, genis yaprakli (dikotil)

Before gas release After gas release

Plunger

Helium

Gas vent

/ Disc
Microprojectiles
with transfecting
nucleic acid

W :
Fine screen

e ———— Rough screen

— Target tissue

@ (b)
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Herbisit Direncli Bitkilerin
Gelistirilmesi

- Bitkilerde genetik iyilestirmenin hedef alanlar: arasinda herbisit, bocek ve
mikrobiyal hastalik direnci ile irtin kalitesinin artirilmasi yer alir.

Gy
o
2
an
=}

—
(=}

D

)]

o
Q
o
~

)]

=
=
0
—
&
g
n
o
=
<
o0
~
o
o
~
Q
g

- Glinimizde yaygin GM iriinler: arasinda soya, misir, pamuk ve kanola
bulunur ve cogu herbisite veya boceklere karsi direnclidir.

- Herbisit direnci, bitkiyi 6ldiiren bir enzimi hedef alan herbisitlere karsi
koruma saglamak amaciyla miihendislik yoluyla bitkiye yeni bir gen
kazandirilmasiyla elde edilir.

- Ornegin glifosat bitkilerde aromatik aminoasit sentezinde goérevli bir enzimi
inhibe ederken, bu enzimin glifosata direncli versiyonunu tasiyan
transgenik bitkiler glifosat uygulamasindan etkilenmez.
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Glifosat Direnca:
A. tumefaciens Kaynakli Gen

- Bazi bakterilerin esdeger enzimleri glifosat
tarafindan inhibe edilse de, mutasyonla glifosata
direncli enzim tasiyan bakteriler secilmistir.
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- Bu direncli enzimi kodlayan gen A.
tumefaciens’ten klonlanmas, bitkide ifade
edilebilmesi icin diizenlenmis ve soya gibi 6nemli
trinlere aktarilmigstir.

- Glifosat puskiirtildiigiinde yabanci geni tasiyan
bitkiler zarar gérmezken, yabani otlar etkili
bicimde yok edilir.

Stephen R. Padgette, Monsanto Compary
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- Bu nedenle herbisit direncli soya fasulyesi
Amerika Birlesik Devletleri'nde cok genig
alanlarda yetistirilmektedir.
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Boceklere Dayanikl Transgenik
Bitkiler

- Genetik mihendislik sayesinde belirli bocek
tirlerinin zararlarina karsi1 dayanikli bitkiler
geligtirilmistir.
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- En yaygin yaklasim, Bacillus thuringiensis’in
toksik kristal proteinlerini (Bt toksini)
kodlayan genlerin bitkilere aktarilmasidir.

Kevin McBride, Calgene, Inc.

- B. thuringiensis spor olusumu sirasinda cesitli
boceklere 6zgli bircok Bt toksini tiretebilir ve
bunlar kelebek, giive, bocek, sinek larvalar:
veya sivrisineklere karsi etkili olabilir.
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- Bt transgeni genellikle dogrudan bitki
genomuna yerlestirilir ve boylece bitki hedef
zararllara karsi kendi toksinini stirekli
uretebilir.
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Bt Toksini 1le Bitki Korumasi

- Dogal Bt toksin geni bir plazmit vektore Balne gae saldaes After gas relese

reseptore baglandiginda yapisal bir degisiklik
olusur ve sindirim sisteminin bozulmasina yol
acarak larvanin 6limiint tetikler.

e ———— Rough screen

G K===5
.o klonlanmisg, kloroplast ribozomal RNA
B promotori ile diizenlenmis ve mikroprojektil
= bombardimani yoluyla tiitiin kloroplastlarina N Plunger
© aktarilmigtir. | ———— Helium ,
Bu teknikle elde edilen t ik bitkil B e t
S - Bu teknikle elde edilen transgenik bitkiler, Diso
—N cesitli bocek larvalar: i¢cin son derece yiiksek / —
g diizeyde toksin uretebllmlstlr with transfecting
H nucleic acid
- Bt toksini bocegin sindirim sistemindeki 6zgtl T Fine screen
Q@ v==m
(aa
A

— Target tissue
- Bt toksini memelilerde parcalandig: ve 6zgil
reseptorler memelilerde bulunmadig icin @ (b)
insanlar da dahil olmak tizere memeliler

acisindan zararsizdir.
Bektas Tepe
gezimania_tr
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Transgenik Baliklarin Ortaya (Cikisi

- Genetik miihendisligi, klonlanmis genlerin déllenmis yumurtalara
mikroenjeksiyonla aktarilmasi sayesinde bircok hayvan tiiriinde yabanci
genlerin ifade edilmesini miimkiin kilar.

- Bu islemde yabanci DNA, déllenmis yumurtalarin genomuna yerleserek
kalici bir genetik degisim olusturur.

- Son yillarda, 6zellikle tarimsal degeri ytiksek c¢iftlik hayvanlari ve baliklar
verimliligi artirmak amaciyla genetik olarak degistirilmistir.
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AquAdvantage Somonu:
Hizlh Biyimenin Sirri

- AquaBounty Technologies tarafindan
gelistirilen AquAdvantage somonu, alisilmis
turlerden daha bliyiik degildir, fakat satis
boyutuna ¢cok daha hizl ulasir.

- Normalde somonlarda bliylime hormonu geni
1s51ga bagh olarak aktiflestigi icin bliylime
cogunlukla yaz aylarinda gerceklesir.

- Genetik olarak degistirilen somonda ise
bliyime hormonu geninin promotori, tim yil
boyunca sabit hizda biiyiiyen baska bir balik
tiriinden alinan promotorle degistirilmistir.

- Bu diuzenleme sonucunda somon surekli
bliylime hormonu tliretir ve boylece daha hizh

blytr.
Bektas Tepe
gezimania_tr
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AquAdvantage Somonunun Ticari
Kullanimai

- Stuirekli bliyliyen transgenik somonlar, akuakultiir isletmelerinde daha kisa
stiirede hasat edilebildikleri i¢cin ticari acidan 6nemli avantaj saglar.
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- AquaBounty, hizli biyiyen bu somonlarin dagitimi icin 1995 yilinda FDA’ya
basvurmustur.

- Genetigi degistirilmig balik tiiketimine yonelik risk tartismalarinin uzun
siirmesi nedeniyle onay silireci yaklasik yirmi yi1l stirmistir.

- 2015 yilinda FDA tarafindan nihai onayin verilmesiyle AquAdvantage
somonu, GDO etiketi olmadan satisa sunulabilen ilk genetigi degistirilmis
hayvan haline gelmistir.
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Genetik Mihendislik ile
Asi ve Tedavi Uretimi

- Genetik miithendisligi, bazi asilarin ve tibbi tedavi tirtinlerinin tiretiminde
onemli rol oynar.
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- Agilar, viicuda enjekte edildiginde hedef hastaliga karsi1 bagisiklik
olusturacak yaniti tetikler.

- Pek cok patojen, hiicrelere girip toksinler gibi viriilans faktorler:
salgilayarak hastalik yapar ve bu 6zellikler kanser hiicrelerini hedeflemek
uzere genetik olarak yeniden diizenlenebilir.
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Rekombinant ve
Vektor Asilarinin Temeller:

- Bir patojenin viriilans genleri cikarilip bagisiklik yaniti olusturan genleri
tutuldugunda rekombinant ve zayiflatilmis bir as1 elde edilir.
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- Alternatif bir yontemde ise, zararsiz bir viriisiin genomuna patojen bir
viriisten alinan bagisiklik uyandirici genler eklenerek vektor asilar:
olusturulur.

- Her 1ki yaklasimin birlestirilmesiyle hem zararsizlastirilmis hem de ikinci
bir patojene kars1 bagisiklik saglayan polivalan asilar elde edilebilir.
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Vaccinia Virusu ve
tdk Geninin Kullanimi

- Vaccinia virisi, insanlarda kullanilan bircok rekombinant asinin
uretiminde tercih edilen bir platformdur.

Gy
o
2
an
=}

—
(=}

D

)]

o
Q
o
~

)]

el
=
0
—
&
g
n
o
=
<
o0
~
o
o
~
Q
g

- Bu viriise yabanci genlerin eklenebilmesi icin secici bir belirte¢ gerekir ve bu
amacla viriisiin timinidin kinaz (tdk) geninden yararlanilir.

- Timinidin kinaz enzimi, 5-bromodeoksiuridini (BrdU) DNA’ya dahil edilen
ve hiicreyi o6ldiiren bir niikleotide dontistiirdigi icin aktif tdk tasiyan
hiicreler BrdU varliginda oliir.
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Rekombinant Vaccinia Virasunun
Secillmesi

- Vaccinia’ya aktarilacak genler ilk olarak tdk geninin bir parcasiyla birlikte
E. coli plazmidine yerlestirilir ve tdk geni bu sirada kesintiye ugrar.

- Rekombinant plazmid, tdk genleri inaktive edilmis hayvan hiicrelerine
aktarilir ve bu hiicreler ayni zamanda yabanil tip vaccinia ile enfekte edilir.

Cell resistant to

BrdU Foreian DNA
Part of vaccinia Animal cell with oreigln
tdk gene 1. Foreign defective tdk gene (e ‘Recon;binan‘t Jeg
DNA n— AkbAE
== inserted 2. Transfection Recombination ‘ / pACCIMELVIIAS
& into tdk ,{(/._A\\‘* and infection
' gene £ 5 of animal cell 3. Select
| | \ = ~ Ni
[ ¢ with
\ & BrdU

|
II | [‘ | f
) / {
A Q/” .“"‘ I

e = e tak
I ) E— | tdk \
Foreign DNA —_— ===
Cloning Recombinant Wild-type vaccinia \';: P Wild-type vaccinia
plasmid plasmid purified  vjrus DNA = virus DNA

from E. coli
Cell sensitive to
BrdU

Bektas Tepe
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= g
R . V . . V ° e oo oo 5
| < b 't
8
ekombinant Vaccinia Virusunun 2
=~ @
. ° g ’%
m g
3
Secllmesi ;
5
2
. — - Plazmiddeki kesintiye ugramis tdk ile viriisteki saglam tdk arasinda
Q rekombinasyon gerceklesir ve bazi viriisler yabanci gen iceren bozuk tdk
o geninl kazanir.
[
o0 - BrdU uygulandiginda, yalnizca bozuk tdk genine sahip rekombinant
&S Vaccinia virisi ile enfekte olan hiicreler hayatta kalir ve yeni virtsler
) Uretir.
2 g Cell resistant to
[ BrdU "
Part of vaccinia Animal cell with Fofe'gln DNA
tdk gene 1. Foreign defective tdk gene o — ——e
[ DNA : — . / Recombinant
m /——‘ :Eizrggg | ,{(/._A\\\" ' 2. Zrnag?;icetclggn Recombination vaccinia virus E
X gene £ \ of animal cell 3. Select €3
A L\ ) T \ J T / BrdU o
A “’,v D ‘:'.' LR 4
= e X : ‘ tak A
I Foreign DNA I . L\ —— x
Cloning Recombinant  wild-type vaccinia R Wild-type vaccinia A
plasmid plasmid purified  yjrus DNA = virus DNA is
from E. coli &

Cell sensitive to
BrdU
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Polivalan Vektor Asilar ve
Veterinerlik Uygulamalar:

- Vaccinia virisu, birden fazla viriise ait genlerin ayni genomda tasinmasina
olanak verdigi icin polivalan as1 gelistirmede etkilidir.
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- Glnimiuzde kuduz gibi hastaliklar i¢in gelistirilmis ve veterinerlikte
kullanilan Vaccinia vektor asilar: bulunmaktadar.

- Pek cok baska Vaccinia vektor asisi ise halen klinik degerlendirme
asamasindadair.
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Alt Unite Agilarin Rekombinant
Uretim

- Alt Unite asilar, patojenin sadece bir veya birkac proteinini icerir ve bu
proteinler genellikle rekombinant olarak biliylik miktarlarda tretilebilir.
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- Patojenik virtislerde dis kilif proteinleri cogunlukla en 1y1 adaylardir ¢iinki
bagisiklik sistemini giicli bicimde uyarirlar.

- Bu as1 turd, zayiflatilmig veya oldirilmiis patojen iceren asilara kiyasla
canli mikroorganizma tasimadigi icin daha gtivenlidir.
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Hepatit B Alt Unite Asisinin
Uretiminde Konak Secimi

- Baz1 alt linite asilarinin etkin olabilmesi i¢in liretilen proteinlerin konagin
glikozilasyon slirecinden ge¢cmesi gerekir.
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- Insan hepatit B virtisiiniin yiizey proteinine karg: geligtirilen alt tinite ag,
bu nedenle 6karyotik bir konakta tiretilmistir.

- Mayalarda tiretilen bu glikozillenmis protein, bagisiklik acisindan aktif
formda bulunur ve boylece etkili bir alt Ginite hepatit B asis1 elde edilir.
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Listeria monocytogenes ve Tuimor
Hicrelerini Hedetleme Yaklaslml

- L. monocytogenes insan hiicrelerinde ¢cogalan ve bu
nedenle bagisiklik sisteminden kacabilen bir
patojendir.
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- Zayiflatilmis rekombinant L. monocytogenes
suslarinin saglikli hiicrelerde bagisiklik sistemi
tarafindan elimine edildigi ancak tiimor
hiicrelerinde temizlenemedigi gézlenmistir.

- Bu ozellik, toksik ilaclari ya da radyoizotoplar:
dogrudan tiimor hiicrelerine tasiyabilen bir
antikanser araci gelistirme fikrini dogurmustur.

Dinesh Chandra and Claudia Gravekamp

- 188-rhenyum ile isaretlenmis rekombinant L.
monocytogenes susunun farelerde pankreas timor
hiicrelerini enfekte edip ¢cogaldig: ve normal
pankreas hiicrelerine zarar vermedigi

gosterilmistir.
Bektas Tepe
gezimania_tr
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Antikorlarin Kanser Tedavisinde -
m s
:
Kullanimai :
3)
g
-—= - Antikorlar bagisiklik sistemi tarafindan tiretilen ve yabanci molekiilleri
Q taniyip hedefleyen proteinlerdir.
r—y
=D - Belirli antikorlarin kanser hiicrelerinin icindeki hedeflere baglanmasinin,
— ~ - L4 b4 .o L4 oo .o .o b4 L4
o0 konagin bagisiklik sistemi tarafindan bu hiicrelerin 6ldiiriilmesini
e tetikledigi bulunmustur.
== Syntheti
: ar)':{ilboed;rc
:: Engineered
protective [® | (® | [ | [(® (® | [ | (&
antigen /D
% S Antigen Endosome Synthetic antibody
m receptor / o O X ') bound to essential E
C lasmi i
m);t;pé rjaasnn;lc: =) ? =) g. ? =) cancer protein E
A Antibody Tumor cell Antibody Antibody W g
target target target ;:8
1. Binding of anthrax 2. Initial formation 3. Synthetic antibody: 4. Synthetic antibody binds 5
protective antigen of an endosome protective antigen to cytoplasmic protein, .
complexed to a complex forms a pore recruiting immune 2
synthetic antibody in the endosome system to kill the cell. A~

for escape
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o1
Antikorlarin Kanser Tedavisinde -
m g
:
Kullanimai ;
3)
g
-—0 - Ancak antikorlar hiicre icine serbestce giremedigi icin bir tagsima
Q mekanizmasina ihtiya¢c duyulur.
r—y
= - Bu amacla, Bacillus anthracis tarafindan liretilen toksinin hiicre icine alim
— [ oo . . .
o0 saglayan koruyucu antijen bilegeni genetik olarak kullanima uyarlanmaistir.
)
> Synthetic
: antibody
H = Engineered
pf°‘*’°t'“’°/D o a . o o o o
antigen
% S Antigen Endosome Synthetic antibody
m receptor / o O X ') bound to essential E
C lasmi i
m);t;pé rjaasnn;lc: =) ? =) g. ? =) cancer protein E
A Antibody Tumor cell Antibody Antibody W g
target target target ;:8
1. Binding of anthrax 2. Initial formation 3. Synthetic antibody: 4. Synthetic antibody binds 5
protective antigen of an endosome protective antigen to cytoplasmic protein, .
complexed to a complex forms a pore recruiting immune 2
synthetic antibody in the endosome system to kill the cell. A~

for escape
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Bacillus anthracis Toksininin
* X oo oo X ° § 5
A &
Antikor Tasiyicisina Donustirilmesi
§
—I - Anthrax toksini ii¢ bilesen icerir ve bunlardan koruyucu antijen, toksik
O faktorleri hiicre icine tasimada kritik bir rol oynar.
(o=
=D - Bilim insanlari bu koruyucu antijeni toksik bilegenler yerine sentetik bir
o0 antikanser antikoru tasimak tlizere genetik miihendislikle yeniden
&S tasarlamistir.
— Spuese
= proecive. a @ U @ @ @B @ o
antigen
[ gg;%‘:gr//[] N Endosome Synthetic antibo«_dy
o ot o . ? - © ! - o
A Antibody Tumor cell Antibody %" Antibody W
target target target

1. Binding of anthrax
protective antigen
complexed to a
synthetic antibody

2. Initial formation
of an endosome
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3. Synthetic antibody:
protective antigen
complex forms a pore
in the endosome
for escape

4. Synthetic antibody binds

to cytoplasmic protein,
recruiting immune
system to kill the cell.
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Bacillus anthracis Toksininin
Antikor Tasiyicisina Donusturilmes:

- Enjekte edilen bu modifiye ve zararsiz toksin kanser hiicrelerinin
yuzeyindeki reseptorlere baglanirken, siire¢c boyunca koruyucu antijen
antikorla birlikte hareket eder.

Gy
o
2
an
=}

—
(=}

D

)]

o
Q
o
~

)]

=
=
0
—
&
g
n
o
=
<
o0
~
o
o
~
Q
g

=)
(=)
i
(==
(1" ]
—
(o
|
e
A

- Normal hiicreler toksik bilesenleri icermediginden ve antikorun hedefledigi
spesifik tiimor proteinlerini tasimadigindan, bu kompleks normal hiicreler
1¢cin zararsizdir.

Synthetic
@ antibody
o
Engineered
Protective/[] & | [® | 0 [# | * | ® | [® |
antigen
Antigen . .
receptor N Endosome Synthetic antlbo:_:iy =
) PN Q ' bound to e;e.s_entlal %
Cytoplasmic cancer protein
membrane =) ﬁ = % CK = P EU;
o]
+
Antibody Tumor cell Antibody Antibody W -f)
target target target M
]
1. Binding of anthrax 2. Initial formation 3. Synthetic antibody: 4. Synthetic antibody binds /A
protective antigen of an endosome protective antigen to cytoplasmic protein, &
complexed to a complex forms a pore recruiting immune 2
synthetic antibody in the endosome system to kill the cell. A
for escape
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Modifiye Toksinlerin Hucre Ic1 Etki -
4 B
° S g
m s
:
Mekanizmasi ;
3)
g
-—0 - Koruyucu antijen ve antikor kompleksinin kanser hiicresi tarafindan
Q endozom yoluyla iceri alindig1 gosterilmistir.
r—y
=N - Antikor endozomdan sitoplazmaya salindiginda, tiimor yasamsalligi i¢cin
mamszce . . . .o .o et
o0 gerekli bir proteine 6zgil olarak baglanir.
)
> Synthetic
: antibody
:: Engineered
pf°‘*’°t'“’°/D o a . o o o o
antigen
% S Antigen Endosome Synthetic antibody
m receptor / o O X ') bound to essential E
C lasmi i
m);t;pé rjaasnn;lc: =) ? =) g. ? =) cancer protein E
A Antibody Tumor cell Antibody Antibody W g
target target target ;:8
1. Binding of anthrax 2. Initial formation 3. Synthetic antibody: 4. Synthetic antibody binds 5
protective antigen of an endosome protective antigen to cytoplasmic protein, .
complexed to a complex forms a pore recruiting immune 2
synthetic antibody in the endosome system to kill the cell. A~

for escape
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o1
Modifiye Toksinlerin Hucre Ic1 Etki -
4 B
° S g
m s
3
Mekanizmasi ;
3)
g
-—0 - Bu baglanma, hiicrenin bagisiklik sistemi tarafindan antikor—protein
Q kompleksinin taninmasini ve hiicrenin oldirilmesini tetikler.
=D - Bu yaklasim, bagisiklik sisteminin uyarilmasiyla kanserle miicadelede yeni
— . oo 0 . 0 . . . - . e .
o0 ve gliclii tedavi stratejilerinin gelistirilebilecegini gostermektedir.
=
Syntheti
: ar)':{ilboed;rc
:: Engineered
pf°‘*’°t'“’°/D o a . o o o o
antigen
% S Antigen Endosome Synthetic antibody
m receptor / o O X ') bound to essential E
C lasmi toi
m);t;pg;snn:c - ? - g. X S cancer protein E
A Antibody Tumor cell Antibody Antibody W g
target target target ;:8
1. Binding of anthrax 2. Initial formation 3. Synthetic antibody: 4. Synthetic antibody binds 5
protective antigen of an endosome protective antigen to cytoplasmic protein, .
complexed to a complex forms a pore recruiting immune 2
synthetic antibody in the endosome system to kill the cell. A~

for escape
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Genetik Mihendisliginin Kanser
Tedavisine Katkisi

- Antikorlari, yiksek toksisiteye sahip bir bakterinin yeniden tasarlanmig
tasima sistemiyle birlestiren bu yaklasim genetik miihendisliginin giiclini
gozler oniine serer.
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- Yontem, kanser hiicrelerini 6zgiil olarak hedefleyen yenilikc¢i tedavilere kapi
aralamaktadir.

- Bu sistem, bagisiklik tepkisini timor hiicrelerine yonlendiren yeni nesil
antikanser tedavilerin gelistirilmesine olanak saglayabilir.

- Calisma, biyoteknolojinin kanserle savasta hizlandirici bir rol
ustlenebilecegini gosteren carpici bir 6rnektir.
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Metagenomik ve Genetik it
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A S
Miihendislikle Gen Kesfi
=
-—0 - Bir organizmanin tiim genlerine genom denirken, bir cevredeki tim
Q genomlarin toplami metagenom olarak adlandirilir.
o e 1t : 5
— - Gen madenciligi, kiiltiire alinmamig organizmalardan dogrudan gevresel
@ mesmeny ’
(o= DNA ya da RNA izolasyonu yoluyla yararlh genlerin belirlenmesi ve 1zole
&S edilmesi siirecidir.
= .
: 1. Collect DNA samples 2. Construct 3. Transform host 4. Screen library
from different genomic cells and plate for reactive
:= environments. library in BAGs. on selective media. colonies.
° N R (,-3 /O e ol
== ( ) >
(aa Y\ 7\, | - K.,__ | Analyze e
Plates of and E
M E— <=, Vector differential mmmm) | sequence B
V4 % media positive 2
A % 1\1\_ ) | clones X
4‘..\ = ‘: = 5]
SO = i -
Large DNA A
inserts in BAC e
&
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Metagenomik ve Genetik
[ @
4 &
oo ° ° ° =
@ &
Mihendislikle Gen Kesfi
§
-—= - Bu amacla elde edilen DNA ya da RNA, uygun vektorlere klonlanarak bir
Q metagenomik kiitliphane olusturulur.
fr———y
o b * * 9 LX) X X (X3 .
= - RNA kullaniliyorsa, once revers transkriptaz ile cDNA’ya dontistiiriilmesi
o0 gerekir.
]
= .
: 1. Collect DNA samples 2. Construct 3. Transform host 4. Screen library
from different genomic cells and plate for reactive
:= environments. library in BACs. on selective media. colonies.
0 u==m ( ) - .
(aa) YOV g K\ | Analyze 3
M Plates of and E
 — <=, Vector differential mmmm) | sequence B
A % ‘x‘l'l.;' ‘\ media positive &
W\ I | | clones v
)" - i)/ = 5]
VN N\ = i -
M Large DNA A
inserts in BAC e
&
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Metagenomik Kitiiphanelerin
Taranmasi ve Yeni Enzimlerin Kesfi

- Metagenomik kiitiiphanelerin taranmasiyla kirleticileri parcalayabilen
enzimler ve yeni antibiyotikleri tireten enzimler kesfedilmistir.

- Kompleks metabolik yollar: kodlayan gen kiimelerinin elde edilmesi i¢in
biiylik DNA parcalarini tasiyabilen BAC vektorler: kullanilir.

1. Collect DNA samples 2. Construct 3. Transform host 4. Screen library
from different genomic cells and plate for reactive
environments. library in BAGs. on selective media. colonies.

. m% q'\ 4 e
‘ / -
| Plates of and

<=, Vector s differential mmmm)> | sequence

aq s # media positive
‘,.“.‘ i/" | clones

Y/ \7\7\%) ™ e

Large DNA

inserts in BAC
Bektas Tepe
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Metagenomik Kitiiphanelerin
Taranmasi ve Yeni Enzimlerin Kesfi

- BAC’ler, ozellikle ¢cok sayida bilinmeyen genom barindiran toprak gibi
zengin ortamlardan gen kiimesi elde etmek icin avantaj saglar.

- Bu yaklasimla lipaz, kitinaz, esteraz gibi genis substrat araligina sahip
bircok bozunma enzimi izole edilmistir.

1. Collect DNA samples 2. Construct 3. Transform host 4. Screen library
from different genomic cells and plate for reactive
environments. library in BAGs. on selective media. colonies.

. m% q'\ 4 e
‘ / -
| Plates of and

<=, Vector s differential mmmm)> | sequence

aq s # media positive
‘,.“.‘ i/" | clones

S@‘fmﬁ ]* - -'-- -7.. ‘f-

Large DNA

inserts in BAC
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Endistriyel Uygulamalar ve
Termostabil Enzimlerin Kesfi

- Endtustriyel iiretim kosullarina dayanikli enzimler 6zellikle degerlidir ve
yiksek sicaklik ile asir1 pH kosullarinda calisan enzimlere biiytk ihtiyac
vardir.
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- Bir sicak su kaynagindan alinan érneklerden olusturulan metagenomik
kiitiphanelerde, 90°C’de dahi aktif kalan 1siya dayanikh lipazlar
bulunmustur.

- Bu lipaz genleri, ticari enzim liretimi i¢cin uygun ekspresyon vektorlerine
aktarilmigstir.

- Benzer gekilde, cesitli endiistriyel siireclere uyumlu direncli enzimler
metagenomik taramalarla elde edilebilmektedir.
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Ekstrem Ortamlardan Enzim Madenciligi ve
Gida Endustrisinde Kullanim
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- Ekstrem cevrelerden yapilan metagenomik
madencilik ile gida endiistrisinde
kullanilan 1s1 ve asit stabil enzimler elde
edilmistir.

- Bu enzimler, gida isleme ekipmanlarinin
temizliginde daha az kimyasal ve su
kullanimi saglayarak cevresel ytiikii azaltir.

- Enzim bazli temizlik, kaynama noktasina
yakin sicakliklarda ve seyreltik asitlerde
etkin calisarak mikrobiyal biyofilmleri
standart yontemlerden daha etkili
uzaklastirir.

Cinder Biological, Inc.
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- Bu yaklasim hem verimliligi artirir hem de
temizlik stirecinin sirdirilebilirligini

destekler.
Bektas Tepe
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Metabolik Yol Miihendisligine Genel
Bakis

- Metabolik yol miihendisligi, bir ya da birden fazla organizmadan alinan
genlerin bir araya getirilerek yeni veya gelistirilmis bir biyokimyasal yol
olusturulmasi siirecini ifade eder.
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- Miihendislik uygulamalariyla elde edilen mikroorganizmalar, alkol,
cozicller, gida katkilari, boyalar ve antibiyotikler gibi bircok tiriini
uretmek tizere kullanilabilir.

- Bu mikroorganizmalar ayrica tarimsal atiklari, kirleticileri, herbisitleri ve
diger toksik ya da istenmeyen maddeleri parcalamada da kullanilabilir.
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E. coli ile Indigo Uretimi

- Indigo tiretimi, metabolik yol mithendisliginin ilgi cekici érneklerinden biri
olup E. coli’de gerceklestirilebilmektedir.

- Indigo, 6zellikle yiin ve pamugun boyanmasinda kullanilan énemli bir
boyadir ve mavi kot kumaslarin renklendirilmesinde yaygin bicimde tercih
edilir.

1. Tryptophanase 2. Naphthalene 3. Spontaneous 4, Spontaneous
activity (already oxygenase dehydration oxidation by O,
in E. coli) activity (from

Pseudomonas)

AL, & —s O - Qi _.QUS . ‘#‘.

Tryptophan Indole 0, Indole-2,3-dihydrodiol Indoxyl Indlgo
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E. coli 1le Indigo Uretimi §
s
-—0 - Tekstil endiistrisindeki yliksek talep nedeniyle kimyasal senteze alternatif
Q olarak biyoteknolojik yaklasimlara duyulan ilgi giderek artmastir.
oremm—y
o=
= - Bu 1lgi, metabolik yol miihendisliginin indigo sentezinde kullanilmasinin
B
o0 yolunu a¢cmistir.
S
=
 o—
e |
1. Tryptophanase 2. Naphthalene 3. Spontaneous 4, Spontaneous
% S activity (already oxygenase dehydration oxidation by O,
m in E. coli) activity (from =
Pseudomonas) E
g
A GOOH @rg E)
CHECHNHE ? . on — — %
Tryptophan Indole 0, Indole-2,3-dihydrodiol Indoxyl Indlgo 5
2
&
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Naftalin Benzer: Yapinin Sagladigi
Avanta]

- Indigonun yapisal olarak aromatik hidrokarbon naftalinle benzerligi,
naftalini oksijenleyen enzimlerin indolii de dihidroksi tiirevine okside
edebilmesine olanak tanir.
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- Bu dihidroksi tiirevi havada kendiliginden oksitlenerek parlak mavi
renkteki indigo pigmentini olusturur.

- Naftalini oksijenleyen enzimler, Pseudomonas ve diger toprak bakterilerinde
bulunan cesitli plazmitler tarafindan kodlanir.

- Bu plazmitlerden klonlanan naftalen oksigenaz genleri E. coli'ye
aktarildiginda hiicrelerin maviye donmesi, enzimin basariyla calistigini
gosterir.
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Indigo Yolunun Basamaklari
&
S - Indigo sentez yolu 1ki enzimatik ve i1ki spontan olmak tizere dort adimdan
Q olusur.
oremm—y
o . . . . .o 3 .o X3 ° * -
= - E. coli, 11k basamak olan triptofanin indole doniistiiriilmesini saglayan
— . . . . s oo L4
(o= triptofan enzimini dogal olarak tretir.
S
=
 o—
e |
1. Tryptophanase 2. Naphthalene 3. Spontaneous 4, Spontaneous
% S activity (already oxygenase dehydration oxidation by O,
m in E. coli) activity (from €3
Pseudomonas) E
g
A GOOH @rg E)
CHECHNHE ? . on — — %
Tryptophan Indole 0, Indole-2,3-dihydrodiol Indoxyl Indlgo 5
2
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Indigo Yolunun Basamaklari
=
— - Mihendislik uygulanmis E. coli’de 1ikinci basamakta indol, indigonun
Q onculiine dontlisen lriine oksitlenir.
= - Stirecin ilerleyebilmesi i¢cin hiicrelere disaridan triptofan saglanmasi
B .
o0 gerekir.
S
=
 —
|
1. Tryptophanase 2. Naphthalene 3. Spontaneous 4, Spontaneous
% S activity (already oxygenase dehydration oxidation by O,
m in E. coli) activity (from €3
Pseudomonas) E
o “ :
COOH 3
A @g T O/—\[ -OES — ﬁ
CHECHNHE OH 3
Tryptophan Indole 0, Indole-2,3-dihydrodiol Indoxyl Indlgo 5
=
&
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Biyoreaktorde Indigo Uretiminin
Uygulanmasi

- Ticari uygulamalarda, E. coli hiicreleri kati bir yiizeye tutturularak
biyoreaktore yerlestirilmis ve tizerlerinden stirekli olarak atik protein
kaynaklarindan elde edilen triptofan ¢ozeltisi gecirilmistir.
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- Triptofan ¢ozeltisi hiicrelerin tizerinden birkac kez dolastirildiginda indigo
seviyesl giderek artar ve boyar madde sonunda toplanabilir.

- Bu yaklasim, indigonun biyolojik tiretiminin teknik olarak miimkiin
oldugunu gostermektedir.

- Ancak kimyasal liretimin yillik 20 kilotonu asmasi, biyolojik yontemin
ekonomik olarak rekabet etmesini zorlastirmaktadir.
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Metabolik Yol Miuhendisliginde
Karsilasilan Zorluklar

- Metabolik bir yolu kontrol etmek ve istenen tirini maliyet acisindan verimli
seviyelerde liretmek yol miihendisliginin temel giicliiklerindendir.
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- Yiiksek verime ulasmak, enzimlerin etkinligi, metabolik akisin
yonlendirilmesi ve toksik yan triinlerin azaltilmasi gibi siirecleri kapsar.

- Bu nedenle, biyoteknolojik tiretimlerle kimyasal sentez arasinda ekonomik
rekabet cogu zaman sinirli kalmaktadir.

- Indigo 6rnegi, biyolojik tiretimin miimkiin oldugunu fakat verim ve maliyet
baskilarinin kritik rol oynadigini géstermektedir.
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Biyoyakit Mihendisligine Giris

- Fosil yakitlarin sinirli olmasi ve iklim degisikligine iligskin kaygilarin
artmasi, biyolojik olarak tiretilen yakitlarin yani biyoyakitlarin 6nemini
artirmistir.

- Glintimuzde kullanilan baslica biyoyakitlar etanol, biyodizel, hidrojen ve
metandir.

- Baz1 mikroorganizmalar bu yakitlari dogal olarak iiretse de, yabanil tip
suslarin verimi toksik yan tirtinler ve kritik basamaklardaki eksik enzimler
nedeniyle sinirlanir.

- Bu nedenle mikroorganizmalarin genetik olarak degistirilmesi, biyoyakit
Uretimini artirmak icin temel bir strateji haline gelmistir.
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Biyoyakit Icin Alternatif Hammaddeler
ve Enzim Yer Degistirme
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- Genetik miihendisligi sayesinde alternatif biyoyakit hammaddelerinin
kullanilabilmesi miimkiin hale gelmistir.

- Eksik enzimlerin yerine uygun enzimlerin yerlestirilmesiyle yeni biyoyakit
tiurler1 tiretilebilmektedir.

- Fotosentetik mikroorganizmalar ise 1s1k enerjisini kullanarak biyoyakit
sentezl yapabilen potansiyel biyoyakit fabrikalari olarak
degerlendirilmektedir.

- Bu yaklasimlar, biyoyakit tiretiminde hem verimi artirmak hem de ¢evresel
etkiyl azaltmak amaciyla gelistirilmistir.
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Switchgrassin Etanole
Dontustirulmesi

- ABD’de yilda 14 milyar galondan fazla etanol, misir sekerinin maya ile
fermantasyonu sonucu lretilmektedir (Figiir a).
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- Misirin yiksek enerji maliyeti ve temel bir gida kaynagi olmasi nedeniyle,
distik girdili ve yenilenebilir bitkilerden elde edilen alternatif biyoyakit
hammaddelerine 1thtiya¢c duyulmaktadir.
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S.E. Blumer-Schuette, J.V. Zurawski, J.M. Conway,

and R.M. Kelly
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Switchgrassin Etanole
Dontustirulmesi

- Hizlh buylyen switchgrass (Panicum virgatum) bu amacla 6ne cikmis, ancak
seliilozun hemiseliiloz ve ligninle siki baglantisi nedeniyle yiiksek sicaklik,
kimyasal ve enzimatik on iglemler gerektirmistir (Figir b).

Gy
(@)
>
on
[©)

—
o

o=

[an)

—~q
[}
o
£~

[an)

3
=
0
—
&
g
n
o
=
<
o0
~
o
e
o
Q
g

- Bu zorluklar, mikrobiyal cesitliligin ve genetik mithendisligin
birlestirilmesiyle asilmaya calisilmaktadir.
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S.E. Blumer-Schuette, J.V. Zurawski, J.M. Conway,

and R.M. Kelly
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Caldicellulosiruptorun Dogal
Kapasitesi

- Caldicellulosiruptor, seliiloz ve hemiseliilozu glikoza dontiistiirebilen dogal
bir seliilaz enzimi lireten gram pozitif, anaerob ve termofilik bir bakteridir.
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- Bu bakteri, peptidoglikan tabakasindan digsari dogru uzanan tapirin adlh
proteinler sayesinde ham switchgrass’e tutunabilir (Figiir c).
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Caldicellulosiruptorun Dogal
Kapasitesi

- C. bescii sekerleri fermente edebilse de dogal olarak cogunlukla asetat,
laktat ve hidrojen tretir.
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- Bu nedenle dogrudan etanol iiretimi i¢cin metabolik yolun son
basamaklarinin yeniden diizenlenmesi gerekmistir.

S.E. Blumer-Schuette, J.V. Zurawski, J.M. Conway,

and R.M. Kelly

Prof. Dr. Bektags TEPE

Bektas Tepe
gezimania_tr



C. bescii’de Etanol Uretimi Icin
Genetik Diizenleme

- Genetik miithendisleri, C. bescii’nin glikolitik yolunun son basamaklarinda
yer alan laktat dehidrogenaz ve diger asidik irilinleri olusturan genleri
cikarmistir.
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- Bu genlerin yerine Clostridium thermocellum’dan alinan bifonksiyonel
asetaldehit/alkol dehidrogenaz yerlestirilmistir.

- Yapilan degisiklik, fermantasyonun agirlikli olarak asidik tirtinlerden %70
etanole kaymasini saglamistir.

- Boylece ham switchgrass’in tek bir mikroorganizma tarafindan dogrudan
etanole dontstiurilebilmesi mimkiin olmustur.
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Termofilik Mikroorganizmalarin
Biyoyakit Uretimindeki Avantajlar:

- Termofilik mikroorganizmalarin kullanimi, mezofillerle kontaminasyon
riskini azaltir ve substrat ¢ozinlrliigiini artirir.
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- Bu organizmalarla caligsan sistemler, ucucu liriinlerin toplanmasini
kolaylastirir ve enerji maliyetlerini distrir.

- Ornegin maya ile misir sekerinden etanol tiretiminde biiylime icin
biyoreaktoriin sogutulmasi ve daha sonra etanoliin ayristirilmasi i¢cin
1s1tilmasi gerekir.

- Buna karsilik 80°C’de buiyliyen C. bescii, etanoliin kaynama noktasinin
hemen tlizerinde calistigi icin Grintu stirekli salarak sogutma ihtiyacini
ortadan kaldirir ve enerji tasarrufu saglar.
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Petrol Kaynakli Hidrokarbonlara
Milhendishik Yaklasimai

- Petrol, zincir uzunluklar: farkl pek cok hidrokarbon icerir ve bu bilesikler
arasinda propan hem yaygin bir yakit hem de 6nemli bir tarimsal ener;ji
kaynagidir.
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- Genetik miithendisligi ile degistirilen E. coli suslar: glukozu propana ve bazi
diger petrol hidrokarbonlarina doniistiirebilmektedir.

- Bu yaklasim, dogal gaz isleme ve petrol rafinasyonuyla elde edilen propanin
biyolojik yollarla da tiretilebilecegini gostermektedir.

- Dolayisiyla biyoyakit iretiminde mikrobiyal sistemlerin enerji sektoriine
alternatif olabilecek yeni tiretim hatlari olusturmasi amaclanmaktadir.
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bir basamak miihendislik yoluyla eklenmis olur.

° . ° () ° ° L%E:
E. coli Icinde Yag Aldehid:
- ° ° ° § é
Uretiminin Baslatilmasi
§
O - Hidrokarbon tiretimi, baslangicta yag asitlerinin CH,OH S il e
Q yag aldehitine indirgenmesiyle baslar ve bu . OH _
S——— . . . H
(] 1slem luxCED genlerinin heterolog Y e \
= ekspresyonuyla gerceklestirilir. e e Fatty acid Ji
m H OH elongation '
S - Photorhabdus luminescens kaynakli luxCED faoRes Fettyacidpocl B
== genleri, yag asitlerini karsilik gelen aldehitlere § 7
.g dontustiiren enzimleri kodlar. L“"iED'::\
— - Bu enzimlerin indirgeme, sentez ve transfer Fatty aldehyde | Photorhabolus
on aktiviteleri, hidrokarbon liretimi i¢cin gerekli | "
olan yag aldehidinin olugsmasini saglar. e 2
A . 3 g
- Boylece E. coli icinde dogal olarak bulunmayan Hydm!arbons 3
-
£

Nostoc
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tamamlanarak biyolojik hidrokarbon tiretimi
miimkiin hale gelmistir.

° [ ] [ ] Lt%s
Aldehit Dekarbonilazin Sisteme
° § '%
Eklenmesi
§
TN - E. coli dogal olarak aldehit dekarbonilaz CH,OH S b e
O enzimine sahip olmadigindan, yag aldehidinin u/l OH |
(e hidrokarbona dontigiimii i¢cin bu basamak oH  H /il e \
= disaridan eklenmistir. o H Fatty acid T 1
m H OH elongation )
e - Genetik mihendisleri bu eksikligi, aldehit s Fettyacidpocl B
= dekarbonilaz genini siyanobakteri Nostoc § 7
: ) ) Co -
R punctiforme’den klonlayarak gidermistir. LuxiED'i\\
— - Bu sayede miihendislik tirtiinii E. coli, buylime Fatty aldehyde | Photorhabdus
oN ortamina eklenen dogrusal yag asitlerini J -
dogrusal hidrokarbonlara doniistiirebilmektedir. - E
A . . ‘ 2
- Boylece sistemdeki iki temel basamak . } 3
ydrocarbons J
.
£

Nostoc
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Yiiksek Oktanli Yakit Icin Dallanmig
Zincirhh Hidrokarbon Uretimi

- Dallanmis zincirli hidrokarbonlar daha yiiksek oktan sayisina sahip
oldugundan mithendislik calismalar: bu tiir yakitlarin tiretimini de
hedeflemistir.
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- Bunun icin Bacillus subtilis kaynakli ve yag asidi uzama doénguisiiniin 1lk
basamaginda gorev yapan enzimler heterolog olarak E. coli’'ye aktarilmistir.

- Bu enzimler sayesinde organizma daha fazla dallanmais zincirli yag asitlerini
baslangic substrati olarak kullanabilmigtir.

- Sonucta sistem, daha ytiksek performansl benzine uygun yakitlar
uretebilen bir biyosentetik yola dontstirilmustir.

=)
(=)
i
(==
(1" ]
—
(o
|
2
A

Prof. Dr. Bektags TEPE

Bektas Tepe
gezimania_tr



Gy
o
2
an
=}

—
(=}

D

)]

o
Q
o
~

)]

el
=
0
—
&
g
n
o=
=
<
o0
~
o
o
~
Q
g

Mikroalglerin Biyoyakit Potansiyeli

- Mikroalgler, giines 15181, CO-, birka¢ mineral ve su kullanarak lipitler, yag
asitleri ve karotenoidler gibi pek cok biyolojik liriin sentezleyen fototrof
okaryotlardir.

- Biyoteknoloj1 acisindan 6nemli olan Chlorella ve Chlamydomonas gibi
tirler, biyodizele dontustiirtilebilen yiiksek miktarda triacilgliserol (TAG)
Uretir.

- TAG’lerin kimyasal islemle biyodizele cevrilebilmesi, agir tasitlarda
kullanilan dizel motorlar i¢in stirdiirtilebilir bir yakit alternatifi sunar.

- Bu durum, mikroalgleri yenilenebilir enerji teknolojilerinin 6nemli bir
bileseni haline getirmektedir.
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Mikroalglerde Genetik
Muhendislik ve Hedetli

Protein Tasinmasi

Nucleus Chloroplast
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- TAG tretimini artirmak i¢cin mikroalgal biyosentetik
yolaklara yonelik genetik mithendislik calismalari
yapilmistir, Figlir a’da ¢ekirdek ya da kloroplasta
hedeflenmis protein ekspresyonuna izin veren vektor
tasarimlarini gostermektedir.

- Ayrica mitokondri veya endoplazmik retikuluma
protein hedeflenmesini mimkiin kilan farkh
vektorler de gelistirilmistir; bu hedefleme
proteinlerin sinyal dizileriyle saglanir.

- Ayni anda 1ki yabanci genin hiicrenin farkl
bolmelerinde ifade edilmesini saglayan bir vektor de
olusturulmus ve Figlir b’de gosterilmistir.

Stephen Mayfield
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- Bu vektorler, TAG biyosentezinin ¢ekirdek,
mitokondri ve kloroplast kaynakli farkl: siireclerinin
hassas bicimde diizenlenmesinde kritik bir aractir.

Bektas Tepe
gezimania_tr

Prof. Dr. Bektags TEPE

Stephen Mayfield

(b)




Mikroalgal Yaglarin Biyodizel
Uretimine Katkisi1 ve Zorluklar

- Mikroalg kaynakli TAG’larin biyodizel hammaddesi olarak kullanilmasi,
biyoyakit tiretiminde cesitliligi ve siirdurilebilirligi artirmaktadar.
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- Surecin giines 15181 ile calismasi cevresel acidan olumlu bir 6zellik sunar ve
fosil yakitlara alternatif iiretim modeller: yaratir.

- Ancak glines 1s181na dayali tim biyoyakit tiretim sistemlerinde oldugu gibi
buytik 6lcekli iiretime gecis yliksek donanim maliyetleri nedeniyle
zorlayicidir.

- Dilinya enerji piyasasina her giin yaklasik 80 milyon varil petrol girdiginden,
fiyatlar onemli 6l¢clide artana kadar biyoyakitlarin rekabet giicti sinirh
kalmaktadir.
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Sentetik Biyoloji: Biyolojik
Parcaciklardan Yeni Sistemler

- Sentetik biyoloji, farklh organizmalardan alinan genetik parcalarin bir araya
getirilmesiyle yeni biyolojik sistemler olusturmayi1 amaclayan bir
miihendislik yaklasimidar.
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- Promotorler, diizenleyici proteinler, riboswitch’ler ve enzim bolgeleri gibi
unsurlar “biobrick” adi verilen modiiller olarak degerlendirilir.

- Bu modiillerin farkli kombinasyonlarla birlestirilmesi, karmasik hiicresel
davraniglar gosterebilen biyolojik devrelerin tasarlanmasini mimkiin kilar.

- Bu yaklasim, biyoteknolojide yenilik¢i ¢oziimler gelistirmek i¢cin kullanilan
glicli bir arac¢ haline gelmistir.
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iGEM Yarismasi ve Ogrencilerin
Sentetik Biyoloj1 Basarilar

- Sentetik biyoloji, lisans 6grencilerinin de dahil oldugu genis bir uygulama
alanina sahiptir ve 1IGEM adl1 uluslararasi yarisma bu alandaki ¢calismalar:
tesvik etmektedir.
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- Diinya genelindeki ekipler, biyolojik olarak parcalanabilir kopiik benzeri
malzemeler ya da bal arilarini parazitlerden koruyabilen E. coli suslar1 gibi
O0zgln projeler gelistirmistir.

- Ogrencilerin bu cabalari, sentetik biyolojinin yaratici ve toplumsal fayda
saglayan uygulamalar icin ne kadar uygun oldugunu géstermektedir.

- Boylece genc arastirmacilar biyoteknolojinin gelecegini sekillendiren
yenilikci tasarimlarla tanismaktadir.

=)
(=)
i
(==
(1" ]
—
(o
|
2
A

Prof. Dr. Bektags TEPE

Bektas Tepe
gezimania_tr



Genom Diuizenleme Teknolojilerinin
Yiikselisi

- Canli hiicrelerin genomlarinin hassas bicimde diizenlenebilmesi, modern
biyoteknolojiyil kokten degistiren yeni bir teknoloji alani olusturmustur.
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- Bu yaklasim, mikrobiyal bagisiklik sisteminin isleyisinden yararlanilarak
geligtirilmis ve bugiin her tiirli genom tizerinde diizenleme yapilabilmesini
saglamigtir.

- Bu teknolojiler, tiptan tarima kadar pek cok alanda devrim niteliginde
yeniliklere kap1 acmaktadir.
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Sentetik Biyolojinin Odaginin
Genislemesi

- Sentetik biyolojide bugiine dek en énemli odaklardan biri, metabolik yollarin
yapay olarak kurulmasi ya da mevcut yollarin yeniden tasarlanmasidir.
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- Arastirmacilar, cesitli enzim ve diizenleyici “biobrick”ler: kullanarak ucuz ve
bol bulunan hammaddeleri degerli tirtinlere dontistiirebilen yapay yollar
insa eder.

- Pek cok degerli dogal iirtiniin bitkilerden saflastirilmasi maliyetli
oldugundan, bu yaklasim ekonomik bir avantaj saglar.

- Bu yapay tiretim siireclerinde genetigi degistirilmis organizmalar kullanilsa
da, elde edilen nihai Girtinlerin icinde yabanci DNA bulunmaz.
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Vanilinin Dogal Kaynag1 ve Sorunlar

- Vanilin, Vanilla cinsi orkide bitkilerinin meyve kapsiillerinden elde edilen
ve diinyada en cok kullanilan aroma bilesiklerinden biridir.

- Dogal vanilin; orkide bitkisinin yavas biiylimesi, diisiik verim ve tiretim—
hasat slireclerinin maliyetli olmas1 nedeniyle oldukca pahalidir.

- Bu nedenle, dogal kaynaktan vanilin elde etmek gida endiistrisi icin
stirdiirilebilir bir ¢6ziim sunmaz.

- Sentetik biyologlar, dogal sentez yolunu analiz ederek vanilin’in
biyoteknolojik yontemlerle liretilmesi icin alternatif stratejiler gelistirmistir.
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E. coli ve Maya ile Vanilin Uretimi

- Genetik miihendisleri, glikozdan vanilin tiretebilecek sekilde tasarlanmis E.
coli ve maya suslar1 gelistirmistir.

- E. coli’nin vanilin sentezi yapabilmesi i¢cin bes adet heterolog enzim ifade
edecek biobrick’in bakteriye eklenmesi gerekmistir.

- Gerekli genetik diizenlemeler tamamlandiginda E. coli, dogal kaynakl
vanilin’le tamamen ayni yapida ve tatta tiriin Giretmistir.

- Baz1 arastirmacilar dogal vanilyadaki diger bilesiklerin tad:
zenginlestirdigini 6ne siirse de, liretilen vanilin gida endiistrisinde yaygin
olarak kabul gérmektedir.
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“Synbio Vanilin”in Ticari Kullanimi

- E. coli kaynakli bu iriin, “synbio vanilin” adiyla diigsiik maliyetli bir aroma
kaynagi olarak ticari pazarda yer almistir.

- Ozellikle dondurma ve firin iirtinleri gibi biiyiik hacimli tiretimlerde tercih
edilen ekonomik bir aromadair.

- Safranin ardindan diinyanin en pahali ikinci baharati olan dogal vanilya,
kitlesel tiretim ic¢in finansal acidan elverigli degildir.

- Synbio vanilin, ucuz hammaddey1 (6rnegin misir sekeri) yiksek degerli bir
Urine doniistiiren sentetik biyoloji uygulamasinin basarili bir 6rnegidir.
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Artemisinin:
Dogal Bir Ilacin Uretim Sorunu

- Bircok ilac¢ dogal tirtinlerden tiiretilir; ancak timi ekonomik olarak
kimyasal sentezle tiretilemez.
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- Sitma tedavisinde kullanilan artemisinin de yalnizca Artemisia annua adli
bitkinin sinirli tiretimiyle elde edilebilen béyle bir bilesiktir.

- Sitma, Plasmodium tira protozoonlarin neden oldugu ve her yil yiiz
milyonlarca insani etkileyen bir hastaliktir.

- Parazit, pek cok geleneksel ilaca direnc gelistirdigi icin artemisinin gibi
alternatif bilesiklere olan ihtiyac giderek artmaktadir.
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Yari Sentetik Artemisinin Projesi

- Artemisinin iiretimini giivence altina almak amaciyla “Yari Sentetik
Artemisinin Projesi” baslatilmistir.

- Projede hedef, artemisinik asidin mikrobiyal iretimini saglayarak bu
bilesigl artemisinine dontstiirmektir.

- A. annua bitkisi, asetil-KoA’dan mevalonat yoluyla FPP (15 karbonlu bir ara
urin) sentezler ve FPP’den ardisik reaksiyonlarla artemisinik asit
olusturur.

- Bu stirecte amorphadiene adi verilen 6nemli bir ara madde olusur ve bu ara
madde liretimi proje icin kritik bir asamadair.
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E. coli ile Artemisinin Uretiminde
Yasanan Guclikler

. Tlk taslak, artemisinik asidi fermantasyonla tiretebilecek E. coli suglar
gelistirmeyl amaclamistir.
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- Arastirmacilar dogal yolu E. coli’de calistirmak icin farkli biobrick
kombinasyonlari ve modifikasyonlar denemistir.

- Rekabet eden enzimlerin baskilanmasi, kodon optimizasyonu ve
fermantasyon kogullarinin degistirilmesi gibi cok cesitli stratejiler
uygulanmigtir.

- Ancak hicbir yaklasim, artemisinik asidin 6nciilii olan amorphadiene’
yeterli diizeyde liretememistir.
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Maya 1le Basarz:
Saccharomyces cerevisiae

- Gerekli metabolik yolun biobrick’leri, bu kez modifiye edilmis
Saccharomyces cerevisiae susuna aktarilmigtir.

- Karbon akisinin son liriine yonlendirilmesi icin maya lizerinde cesitli
metabolik ayarlamalar yapilmistir.

1. Introduce 4. Optimized
genes for 2. Introduce genes 3. Improvement of fermentation 5. Chemical
Nucleus amorphadiene for oxidation. oxidation steps and extraction processing
production. A protocols e d

P y— /\ X
4 — { —~~ "y
N\ / \ 2 / ‘ A
~ ~p- | .
Initial yeast strain Amorphadiene Artemlsmlc acid Strain that produces Pure artemisinic acid Pure artemisinin

higher yield of
artemisinic acid
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Maya 1le Basarz:
Saccharomyces cerevisiae

- Bu miihendislik stratejileri, maya hiicrelerinin biiylik miktarlarda
artemisinik asit iretmesini mimkin kilmistir.
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- Uretilen artemisinik asit, daha sonra kimyasal olarak artemisinine
dontstirilir, ve bu siire¢ asagida gosterilen basamaklara dayanmaktadar.

@
o
1. Introduce 4. Optimized
genes for 2. Introduce genes 3. Improvement of fermentation 5. Chemical
Nucleus amorphadiene for oxidation. oxidation steps and extraction processing
production. A protocols e d

)+ 0)---€ @-»-»-»ﬂ”\ y — O

. / ) *
~p- | .
Initial yeast strain Amorphadiene Artemlsmlc acid Strain that produces Pure artemisinic acid Pure artemisinin

higher yield of
artemisinic acid
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Sentetik Biyoloji 1le Agr1 Kesicl
Uretimi

- Sentetik biyoloji, giiclii agr1 kesicilerin onciillerinin mikrobiyal tiretiminde
de basar1 saglamistir.
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- Arastirmacilar, glikozu kullanarak thebaine sentezleyebilen yeniden
tasarlanmis maya suslari gelistirmistir.

- Bu iretim, bitkilerden, bir sicandan ve Pseudomonas adli Gram-negatif bir
bakteriden gelen toplam 21 heterolog genin maya icine aktarilmasiyla
gerceklestirilmistir.

- Uretilen thebaine, kimyasal olarak cesitli analjeziklere doéniistiiriilerek ilac
endistrisinde kullanilmaktadir.
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Sentetik Biyolojide Bir Ornek:
Fotograf Ureten E. coli
§
T - Genetik olarak degistirilmis E. coli hiicreleri, lizerine bir goriinti
O yonlendirildiginde 1s1k ve karanhga verdikleri yanitla bir “fotograf”
o olusturabilmektedir.
i
o0 - Miihendislik Griint bu bakteriler, agar yiizeyinde bir ¢cim tabakasi olusturur
&S ve karanlikta pigment tiretirken, 1s1k goren hiicreler pigment olusturmaz.
==
| —
:= Photoreceptor ¥ . M.
Q gytoplasmlc
i emt{\ane |
m ’ ‘ L - s — Mask =
EnvZ /(} . - E
A in dark Fhosshate: ™R B o
OmpR ——— - / B-galactosidase g %
_’ E Lawn of bacterial g &
a ) _.e & colis 2 A
glr'glr)ncoter e . = ‘,-5'-- — Ecgsl:cto&dase g “é
) =¥

@ (b) ©
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Sentetik Biyolojide Bir Ornek:
Fotograft Ureten E. coli

Brock Biology of

Microorganisms, 15. Ed.

T - Boylece projeksiyonpn kafanhkta kalan bolgeleri koyu, aydinlik bolgeleri ise
O acik kalarak ilkel bir fotograf olusur.
o=
= - Bu yaklasim, sentetik biyolojinin erken fakat carpici uygulamalarindan biri
o0 olarak degerlendirilir.
S
=
 —
:= Photoreceptor ' p }a*
Cytoplasmic
i memb\r\ane % ;
(aa) e T R ... s
E“"_Zdjp | . - ‘_ ' E
A PRy e :
OmpR — - | § M/Bgal tosid E)
a — )_’ ) Q"‘?'/“"ﬁ" Sy 5
plrfrc’J‘r)nCoter e 2 = — B-galactosid 5 =
— tive Q:—«

@ (b) ©
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Fotografik E. coli I¢in Gerekli U
otogralik L£.. colr 1¢cin (Gerekl1 Uc
° ° o '%
Biyobrick
§
TN - Sistem, 15181 algilayan ve sinyal ileten bir modiil, E. coli’de B— v
Q dogal olarak bulunan hem’den fikosiyanobilin sentezleyen |
e . . . . . A Cytoplasmic
o bir yol ve karanlhikta pigment tireten bir genin kontroliinii = membrane B b
i saglayan modiilden olugsmustur. A\ e
&S - Fotoreseptor, siyanobakteri Synechocystis’den alinan e /dp <l
E\ fitokrom proteinine ait 11k algilayici kismi iceren bir ndak a5« yangter | inlight
R flizyon proteinidir. OmpR R
. . . oy . e e o e . o - “
. - E. coli fikosiyanobilin tiretmedigi icin, bu pigmenti Q ) ) )
on sentezleyen biyobrick sisteme 6zellikle eklenmistir. s A ez
A

- Uciincti biyobrick ise karanlikta aktif hale getirilerek
pigment olusumunu baslatan enzimin sentezini diizenler.
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EnvZ—OmpR Tabanl Isik Duyarh
o0 § é
Diizenleme
§
T - Fotoreseptor flizyon proteinindeki ikinci kisim, E. coli’'nin S v
O 1k1 bilesenli diizenleme sisteminin sensor proteini olan —— ;
g EnvZ’'nin sinyal iletim alanidir. memt<ane B b
E - Normal kosullarda EnvZ, OmpR adli DNA baglayan /f "
e proteini fosforile ederek hedef genleri aktive eder. EnvZ P _
= pctke =) Prosphats e
= - Miithendislik Girtint hibrit protein, karanlikta OmpR’y1 —— .
D aktive edecek, 1sikta i1se kirmizi 1s181n fosforilasyonu f T'a"‘°'°”p|“°"
— engellemesi nedeniyle OmpR’y1 aktive etmeyecek gsekilde @ ) ] )
o tasarlanmistir. s A ez
A - Boylece hedef gen karanlikta “acik”, 1s1kta ise “kapali” hale ©

gelir.
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Maskeler ve Gorintiu Olusumu
2
. - Petri kabinin lizerine bir maske yerlestirildiginde, maskenin A
karanlhk biraktigi bolgelerde pigment olusur ve 1s1g¢a maruz kalan
bolgelerde pigment olusmaz (Figtir b). . ..
- Bu karsitlik, bakteriyel tabaka lizerinde maskenin goriintiisiine 7

karsilik gelen bir fotografin olugsmasini saglar (Figir c).

No
/ B-galactosidase
- ?il =,
@ E—Sa =~ Lawn of bacterial
= / cells

= B — B-galactosidase
_ active

- Fotografin kontrasti, hiicrelerin gordiigii 1s1k miktarina ve
maskenin 6zelliklerine bagli olarak degisir. .
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- Bu yontem, 1s1ga duyarli genetik devrelerin isleyisini gorsel olarak
degerlendirmek icin etkili bir aractir.
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Pigment Sentezinde lacZ Geninin
Rolu

- Pigment olusumu, E. coli’de dogal olarak bulunan 3-
galaktozidaz enziminin aktivitesine baglidir.
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- Hedef gen olan lacZ, karanlhkta ifade edilerek enzimin
sentezlenmesini saglar; 1sikta ise gen ekspresyonu baskilanir.

- Enzim, buyume ortamindaki X-gal’1 parcalayip galaktoz ve
siyah renkte bir boyar madde aciga cikarir.

- Boylece karanlik bolgelerde siyah pigment olusur ve fotografin
koyu tonlar1 belirginlesir.
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Sentetik Yaklasimlarin Katkis:

- Fotografik E. coli dijital fotograflarla kiyaslanamayacak kadar basit olsa da,
bu calisma sentetik biyoloji icin 6nemli bir temel olusturmustur.

- Biyobrick’leri bir araya getirme siireci, daha karmasik biyolojik sistemlerin
tasarlanmasi icin gerekli kavramlarin gelismesine katkida bulunmustur.

- Bu 6rnek, hiicrelerin programlanabilir birer biyolojik arac¢ haline
gelebilecegini gostermistir.
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Sentetik Bir Hiicre Uretme Fikri

- Tumiyle sifirdan bir hiicre sentezlemek sentetik biyolojinin en list hedefi

olarak goriliir, ancak bu hentliz gerceklesmemistir.

- 2010 yilinda buna yakin bir bagar: elde edilerek “sentetik” bir bakteri

olusturulmustur.

Blue colonies

6. lacZ expressed;  on X- gal plates

X-gal cleav it
yield blue

2. Assembly of DNA 3. Purification © 4. T ansformation

fragments by homo- assembled s nth tic f synthetic

logous recombination M. i ,cs hl mosomes

in yeast chro ome into M. capricolum

1. Transform : B
into yeast. . - l
f ) [ \ Synthetic Mycoplasma
L 4 L 5. Cell division

M. capricolum \
chromosome L

lacZ

Synthetic M. mycoides
DNA fragments with
homologous

overlapping ends Nucleus Diploid Mycoplasma

Zabs m M. capnco/um
no blue

White colomes
on X-gal plates
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Sentetik Bir Hiicre Uretme Fikri

- Bu calisma, farkli biyobrick’lerin bir araya getirilmesinden degil, bilinen bir

genom dizisinden yapay bir genomun sentezlenip bagka bir tiire
aktarilmasindan olusmustur.

- Boylece canli bir hiicre, tamamen sentetik bir kromozomu kullanarak

yasamini stirdiirebilmistir.

Blue colonies
on X-gal plates
0

of 4. Transformation i
ynthetic of hetic
ides chromosomes
ome into M. capricolum
\ \ Synthetic Mycoplasma
L 4 =g 5. Cell division

M. capricolum \
chromosome L

6. lacZ expressed;

3. Purificat
assembl
M. i

1. Transform
into yeast.

lacZ

Synthetic M. mycoides
DNA fragments with
homologous

overlapping ends Nucleus Diploid Mycoplasma

acZ a bs nt M. capnco/um
no blue

White colonles
on X-gal plates
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1.08 Mbp’lik Sentetik Genomun
Olusturulmasi

- Mycoplasma mycoides’in 1.08 milyon baz c¢ifti uzunlugundaki halkasal

genomu, homolog uclar iceren lineer DNA parcalarinin maya hiicrelerinde
rekombinasyonu ile sentetik olarak birlestirilmigstir.

- Tamamen monte edilen sentetik kromozom saflasgtirilip Mycoplasma

capricolum hiicresine aktarilmistir.

Blue colonies
€ssedi  on X-gal plates
ved to

2. Assembly of A 3. Purificat of 4. Transformation [
mo- asse /nthetic of hetic
ogous recombination M. n ides chromosomes
ye chro ome into M. capricolum
1. Transform )
into yeast. ¢ 57
|

lacZ
E):]'EED { \ Synthetic Mycoplasma
» Q L 4 L8 5. Cell division
eT—1)
[ = E—}

Synthetic M. mycoides
M. capricolum

DNA fragments with . — ' \
homologous chromosome
overlapping ends Nucleus Diploid Mycoplasma L

acZ a bs nt M. capnco/um
no blue

White colonles
on X-gal plates
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1.08 Mbp’lik Sentetik Genomun
Olusturulmasi

Sentetik kromozom, lacZ adli bir raportor geni icerdigi i¢cin bu geni tasiyan
hiicreler X-gal 1le mavi koloni olusturmus ve boylece ayristirilabilmistir.

- Mavi kolonilerdeki hiicreler incelendiginde, tiim 6zelliklerinin dogal M.

mycoides hiicresine benzedigi gorilmiuistiir.

Blue colonies
on X-gal plates
0

of 4. Transformation i
ynthetic of hetic
ides chromosomes
ome into M. capricolum
\ \ Synthetic Mycoplasma
L 4 =g 5. Cell division

M. capricolum \
chromosome L

6. lacZ expressed;

3. Purificat
assembl
M. i

1. Transform
into yeast.

lacZ

Synthetic M. mycoides
DNA fragments with
homologous

overlapping ends Nucleus Diploid Mycoplasma

acZ a bs nt M. capnco/um
no blue

White colonles
on X-gal plates
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Genom Transplantasyonunun Onemai

- Bu deney, tim genomun bir tiirden bagka bir tiire aktarilmasinin miimkiin
oldugunu gostermistir.

- Ayn1 zamanda sentetik biyolojinin gelecekte ne kadar genis imkanlar
sunabilecegine dair 6nemli bir 6ngori saglamastir.

- Sentezlenen genomlar araciligiyla hiicre 6zelliklerinin yeniden
programlanabilecegi anlasilmistir.

- Bu yaklasim, insanlik ve ¢evre i¢in pek ¢ok potansiyel fayda vadeden
sentetik biyoloji uygulamalarina kapi aralamaktadir.
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CRISPR ve Genom Diuizenlemenin
Temelleri

- CRISPR sistemleri, Bakteri ve Archaea hiicrelerinde yabanci DNA’ya kars:
savunma saglayarak genom biitinligiini korur.
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- Streptococcus pyogenes’deki CRISPR/Cas9 sistemi, belirli DNA dizilerini
taniyip kesebildigi icin hizla biyoteknolojik bir ara¢ haline gelmistir.

- Bu sistemin optimize edilmesi, genomlara istenen noktadan miidahale
edilmesini saglayarak genom diizenleme teknolojisini kokten degistirmistir.

- CRISPR/Cas9, sentetik biyolojide hassas genetik degisiklikler yapmak icin
kullanilabilecek giiclii bir platform yaratmaistir.
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CRISPR/Cas9 1le Genom

Diizenlemenin Kapsamai

- CRISPR/Cas9, canli 6karyotik hiicrelerde genomu degistirme konusunda
bugiine dek elde edilmis en kesin ve etkili yontemlerden biridir.
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- Bitkilerde, hayvan embriyolarinda ve insan hiicre hatlarinda basariyla
uygulanmigtir.

- Sistemin sagladigi1 hassasiyet, belli genom bolgelerine yeni DNA
parcalarinin eklenmesine de olanak vermektedir.

- Bu o6zellikler, CRISPR teknolojisini sentetik biyolojinin gelecekteki
gelismeleri i¢cin vazgecilmez bir ara¢ yapmaktadir.
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CRISPR—-Cas Sisteminin Hedef

Tanima Mekanizmasi

- CRISPR sistemleri, crRNA’larin hedef niikleik - fg Z

asitle tamamlayici baglanmasi sayesinde Cas

proteinlerini yonlendirerek endontiikleaz = | et
aktivitesi olusturur. Fomdn B steT DNA to be deleted soRNA
1 1. Binding of Cas9 1
to target:sgRNA

- Tasarlanmis bir RNA molekiill, Streptococcus Casd
Cas9 proteininin hedef DNA dizisine j
yonlendirilmesini saglayarak genomda istenen
bolgede kesim yapilmasina imkan tanir.

Cleavage site Cleavage site 1
. ) . 1 2 (_d‘i’ >|_t»= directed 1
- Yapilan kesim sonrasi DNA’nin ya ligasyonu —
gercekleserek bir gen bolgesi ¢ikarilmis olur ya - l\i o "
. ey o recombination ellular degradation
da yeni DNA parcalari eklenebilir. Bbﬁ 1: __rEaE w0
1 "NAdeavage. | Double-strnd
DNA insertion DNA deletion
() Genome insertion () Genome deletion
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sgeRNA ve Cas9un Birlikte Calismasi

yakininda kisa bir PAM dizisi bulunmalidir.

- - Gen diizenlemede kullanilan sentetik kilavuz RNA’ya P ~
(sgRNA) baglanan S. pyogenes Cas9 proteininin hem ae g
sgRNA’y1 hem de hedef DNA’y1 tanidig1 yap1 yandaki Ne 5 Y §
figtirde gosterilmistir. T AL RSN, -
Guide —*_ 3 : o %
- Cas9un hedef DNA’y1 kesebilmesi i¢cin, hedef bolgenin b ' g
i
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- Cas9, PAM dizisi varsa 1ki endoniikleaz domaininin is
birligiyle her 1iki DNA zincirini keserek cift zincirli kiriklar1  «©
olusturur.

Hiro:

Térget DNA
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CRISPR Bilesenlerinin Hiicreye
Aktarilmasi

- sgRNA ve Cas9u kodlayan genler cogunlukla gticlii bir promotor
kontroliinde bir plazmite klonlanarak hedef hiicrelere aktarilir.
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- Alternatif bir yaklasim olarak, sgRNA ve Cas9 mRNA’s1 hiicre disinda
uretilip dogrudan hedef hiicrelere enjekte edilir.

- Her 1ki durumda da hiicreye verilen bu materyaller, genom diizenleme
siirecinin baglamasini saglar.
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PAM Dizisinin Simirhiliklar: ve
Cas Proteinlerinin Secimi

- Kesim yapilacak bolgenin yakininda PAM .
dizisinin bulunmasi ¢ogu zaman tek siirlayici i

faktordiir ancak yalnizca ii¢ niikleotidden ——————
hd M Target site PAM Target| T :P
olustugu icin genomlarda sikca rastlanir. 1 st 1ommbedeleted @ SaRNA
1. Binding of Cas9
to target:sgRNA

- Farkli bakterilere ait CRISPR sistemleri farkl: caso
PAM dizilerini tanir ve bu nedenle gerektiginde
alternatif Cas proteinleri kullanilabilir.

Cleavage site Cleavage site 1

- Bir DNA boélgesinin ¢ikarilabilmesi icin hedef 1 — 1

bolgeyi cevreleyen 1ki kesim noktasina uygun
sgRNA tasarlanmas: gerekir. E% . ——

recombination

Cellular degradation

S w W »

3. Add insert and repair
DNA cleavage. Double—strg-md
break repair
DNA insertion DNA deletion
() Genome insertion () Genome deletion
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Kesim Sonrasi DNA Onariminin
(X ® ° ° § .é
Yonlendirilmesi 0
§
- - Cas9un yaptigi kesim sonrasi yeni DNA'nin . » @ ]
eklenmesi, hiicrenin kendi homolog N T Y o SS%QS‘
rekombinasyon mekanizmasiyla gerceklegir. ———— == W W e
- Eklenen DNA parcasinin, kesim bolgesine | "i',”il','lfifiZ;;*;;e1 DNA t0 be deleted @ =
homolog diziler icermesi genom i¢ine dogru Caso , Bl

protein

rekombinasyonu miumkiin kilar.
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- Eger amac yalnizca iki kesim noktasi

arasindaki bolgenin gikarilmasi ise hiicrenin c.eavagesnel i HCIHQI
non-homolog cift zincir onarim yolu devreye Healags )
. . . ) 5
girerek DNA’nin yeniden ligasyonu gergeklesir. % -
<1 \  recombination = Ce"“ﬁf degradzﬁ\ - g

3. Adc{ insert and repair Double-strand %

1 DNA cleavage. i =

o

gggug A

DNA insertion DNA deletion “é'

(@ Genome insertion () Genome deletion A
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CRISPR Diizenlemenin Uygulama
Alanlarinin Yaygimmlasmasi

- 2013’ten bu yana CRISPR genom diizenlemesinin kullanim alanlari hizla
artmis ve farkli organizmalarda gen diizenleme olanaklar: gelistirilmistir.
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- Cas9 geninin i1lgili organizmaya uygun kodonlarla optimize edilmesi ve
hedef gene 6zgli sgRNA tasarlanmasiyla neredeyse her DNA dizisi
diizenlenebilir hale gelmistir.

- Bu gelismeler, temel biyolojik arastirmalardan tarimsal iyilestirmelere
kadar genis bir yelpazede yeni uygulamalarin ortaya ¢ikmasini
desteklemistir.
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Bitkilerde CRISPR Uygulamalari

- CRISPR/Cas9 sistemi piring, sorgum, bugday gibi
bitkiler yaninda domates gibi dikotillerde de gen
diizenleme amaciyla kullanilmaktadir.

- Domateste yaprak seklini ignemsi hale getiren
bolgenin hedeflenmesiyle elde edilen mutant
fenotip yandan gosterilmektedir.

- Bu calismada Cas9 ve sgRNA’y1 kodlayan DNA,
Agrobacterium araciligiyla Ti plazmid sistemi
kullanilarak bitki hiicrelerine aktarilmistir.

Joyce Van Eck and Zachary Lippman

Yijun Qi and Biao Ding
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CRISPR ile Bitki Genomunun Kalici

Duzenlenmesi

- Bitkilerde CRISPR ile olusturulan mutasyonlarin kalici olmasi, bilinmeyen
genlerin fonksiyonlarinin arastirilmasinda biiylik avantaj saglar.
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- Bu yontem, meyve ve sebzelerin besin degerlerinin ve diger 6zelliklerinin
geligtirilmesine yonelik potansiyel uygulamalar sunmaktadar.

- CRISPR’1n bitki biyolojisinde yayginlagmasi, gelecekte tarimsal 1yilestirme
programlarinin hizini artiracaktir.
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Viral Genomlarin CRISPR ile
Hedetlenmesi

- Cas9 sistemi, HIV genomunun enfekte insan
hiicrelerinden cikarilmasini saglayacak
sekilde yeniden programlanmistir.
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Free HIV

Phase contrast Integrated HIV
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Active Csy4

- Pseudomonas kaynakli Csy4 proteini, uzun
CRISPR transkriptlerini isleyen bir
endoribontikleazdir.

- Csy4’iin modifiye edilmis bir formu, enfekte
hiicrelerde serbest HIV RNA’sin1 taniyip yok
etmek icin gelistirilmigtir.

Inactive Csy4

JikFan Hu
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RNA Virtslerinin Hedeflenmesinde
Alternatif CRISPR Sistemler:

- Francisella novicida’ya ait CRISPR/Cas9 sistemi, hepatit C virisiiniin tek
zincirli RNA genomunu hedeflemek tizere yeniden programlanmaistir.
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- Bu uygulama, farkli Cas proteinlerinin yalnizca DNA’y1 degil RNA’y1 da
hedefleyebilecegini gostermektedir.

- CRISPR teknolojisinin viriis biyolojisindeki kullanimi, gelecekte yeni
terapotik yaklasimlarin gelistirilmesine zemin hazirlamaktadir.
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(oklu Genom Diizenleme ve
Uygulama Ornekler:

- CRISPR sistemleri tek bir hedef bolgeyi degil, ayni anda bircok genetik
lokusu diizenleyebilecek kapasiteye sahiptir.
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- Bunun dikkate deger bir 6rnegi, domuz hiicrelerinden 62 kopya porcine
endogenous retrovirus genomunun c¢ikarilmasidir.

- Bu virtiislerin ortadan kaldirilmasi, domuz organlarinin insan nakillerinde
kullanilabilmesini engelleyen 6nemli biyolojik kisitlamalardan birini
azaltmaktadar.

=)
(=)
i
(==
(1" ]
—
(o
|
e
A

Prof. Dr. Bektags TEPE

Bektas Tepe
gezimania_tr



Etik Tartismalar ve Insan
Embriyolarinda CRISPR Kullanimi

- Glinimuzde CRISPR genom diizenlemesinin sinirlamalarinin azligi,
teknigin giderek daha genis bir alanda uygulanmasina olanak tanimaktadir.
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- Canli dogumla sonuclanmayacak insan embriyolarinin diizenlenebilmesi,
alanin gelecegine dair 6nemli etik tartismalar dogurmustur.

- Bu teknik, gelecekte kalitsal hastaliklarin bebegin dogumundan 6nce
ortadan kaldirilmasini mimkiin kilabilecek potansiyele sahiptir.
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Genetigl Degistirilmis
Organizmalarin Cevresel Riskler:

- Genetigi degistirilmis mikroorganizmalar degerli Girlinlerin sentezi i¢cin
onemli firsatlar sunsa da cevreye kacmalari durumunda genlerini dogal
popilasyonlara aktarabilecekleri endigesi devam eder.
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- Bu olas1 yayilimin, dogal topluluklarda éngoriilemeyen biyolojik sonuclar
dogurabilecegi diisiinliilmektedir.

- Bu nedenle, genetigi degistirilmis organizmalarin (GDO’larin) giivenli
bicimde sinirlandirilmasi sentetik biyolojide kritik bir arastirma alani
haline gelmigtir.
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GDO’lar Icin Erken Donem
Biyoguivenlik Yaklasimlar:

. Tlk biyogiivenlik stratejilerinden biri, biiytimek icin belli bir besine ihtiyac
duyan oksotrof mutantlarin kullanilmasiydai.
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- Ancak dogada bu mutantlar, diger organizmalarin metabolitlerinden
yararlanarak biytliyebildikleri icin bu yaklasim giivenilir bir ¢6zim
olusturamad..

- Ayrica oksotroflarin geri mutasyonla yabanil tipe donerek besin
bagimliligini kaybetme ihtimali de her zaman varda.
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Toksin Temell1 Biyokontrol
Yaklasimi

- Baz1 bakteriler stres kosullarinda biiytimeyi yavaslatan toksinler
trettiginden, bu mekanizma da kacan GDO’lar1 durdurmak i¢in 6nerilmisti.
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- Teorik olarak, biyoreaktorden kacan bir GDO’nun toksin sistemi devreye
girerek hiicreyi geri dondiirtilemez bir durgunluk haline sokacakti.

- Fakat dogal ortamlardaki rekabet baskisi, toksin genlerini hizla
etkisizlestiren mutasyonlari secebildigi icin bu strateji siirdiirilebilir bir
glivenlik saglamadi.
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Erken Yaklasimlarin Eksik Kaldigi
Noktalar

- Ne oksotrof kullanimina ne de toksin temelli sistemlere dayali yontemler,
GDO gilivenligini tam olarak garanti edemedi.
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- Bu yontemlerin hicbiri, endiistriyel atik akislariyla cevreye sizan DNA’nin
baska mikroorganizmalara yatay gen transferiyle gecme riskini de
engelleyemez.

- Bu nedenle, daha kapsamli ve saglam bir biyogiivenlik ¢6ziimu gelistirmek
amaciyla sentetik biyolojinin imkanlarina bagsvurulmustur.

=)
(=)
i
(==
(1" ]
—
(o
|
e
A

Prof. Dr. Bektags TEPE

Bektas Tepe
gezimania_tr



Genomu Yeniden Kodlayarak

with TAG stop
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Biyogtuivenlik Saglama Fikri et e,

- Recoded E. coli
—R - Bu yeni1 yaklasimda, GDO’nun genomu yeniden e
o diizenlenir ve organizmanin biylyebilmesi yalnizca .~ =
o ortama sentetik bir amino asit eklenmesine bagh tRNA|  Syntheti
R v e amino acnd (sAA)
.a hale getirilir.
m Charglng of tRNA
3 - Bu sistem, laboratuvar digsina kacan bakterinin dogal = Aicodon
E\ ortamda yasamini siirdiirememesini saglayacak
:: sekllde tasarlanmlstlr' Addition of synthetic Absence of synthetic
amino acid amino acid
- Bu yenilikgi stratejinin caligma mantig1 yanda ribosome _~ POVPePtide Uncharged
@ . . . & Q
oN ozetlenmigtir. \aa® A
A

mRNA of |
essential
protein

0000000

Functional essential Truncated essential
protein and cell growth protein and cell death
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Stop Kodonlarinin
Yeniden Diuzenlenmesi

- 1lk adimda, Escherichia coli genomundaki tiim TAG
stop kodonlar: TAA ile degistirilmis ve boylece TAG

Chromosome
with TAG stop
codons replaced
with TAA codons
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Synthetic

aminoacyl-

tRNA i
_ system "

- Recoded E. coli

f )
—
Q
—
o kodonu bosa ¢ikarilmigtir. tRNA asryn",;';eggld o
[
o0 - Aynm1 zamanda, UAG kodonunu taniyarak Chafg'"g of tANA
e translasyonu durduran saliverme faktori 1 i AUC
E\ genomdan cikarilmigtir.
— .o . . - aae - s
D - Bu diizenleme, proteinlerin dogru uzunlukta e e R e T
tretilmesini saglarken TAG kodonunun yeni bir ibosome _~ POVPeRtide Uncharged
@ = . . . . . . Q
on gorev i¢cin yeniden atanabilmesine de olanak S of \2 =
ol
tanimigtir. / 2
I ur
BF 0 <
= 7
mRNA of * h <
esseptial : a
protein 0000000 000a qa;
Functional essential Truncated essential Qi
protein and cell growth protein and cell death
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Sentetik Amino Asite
Bagimlilik Olusturulmasi

- Miihendislik asamasinda, sentetik amino asidi
taniyan bir aminoacil-tRNA sentetaz ve AUC
antikodonlu bir tRNA vektor tizerinden hiicreye
kazandirilmistir.

- Boylece AUC antikodonlu tRNA’lar sentetik amino
asidi tagiyarak TAG kodonunun yeni anlam
kazandigi protein pozisyonlarina bu amino asidi
yerlestirebilir.

- Ardindan bazi hayati genler, islevlerini bozmayacak
pozisyonlarda TAG kodonu icerecek sekilde yeniden
diizenlenmistir (Figir a).

Bektas Tepe
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Chromosome
with TAG stop
codons replaced
with TAA codons

Synthetic

aminoacyl-

tRNA i
_ system "

- Recoded E. coli

tRNA Synthetic
amino acnd (sAA)
Charglng of tRNA
— Anticodon AUC
Addition of synthetic Absence of synthetic
amino acid amino acid
Polypeptide Uncharged
Ribosome / ypep = tRNA 9

essential
protein

0000000 000G

Functional essential Truncated essential
protein and cell growth protein and cell death

(b)
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Sentetik Amino Asit Olmadan
Buyuyemeyen Hicre Tasarimi e
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codons replaced
with TAA codons

- Recoded E. coli

T - Bu yeniden kodlanmis bakteride, UAG kodonu i(;eren —
O mRNA’larin dogru sekilde translasyona ugramasi
(o= 1cin mutlaka sentetik amino asidin bulunmasi tRNA asryn".f,';eié’.d o
m Charglng of tRNA
(g - Eger cevrede bu amino asit yoksa, UAG kodonu — Anticodon e
== gorildiginde yiikli olmayan tRNA’lar ribozoma
:g girer ve translasyon. durarak islevsiz, kisalmig TR e
proteinler olusur (Figir b). amino acid amino acid
] Ribosome / e = tURnr\TRarged
oNn - Hayati proteinlerin iiretilememesi hiicre 6liimiine yol Q
acar ve boylece GDO’nun yasam dongiisii tamamen [
A insan kontroliine bagl hale gelir. ,—’ i

essential
protein

0000000 000G
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Sistemin Mutasyonlara Karsi
Dayanikliligi

- TAG kodonu ti¢ ayr1 esansiyel gene yerlestirildigi icin, hiicrenin sentetik
amino aside olan bagimliligini ortadan kaldiracak mutasyonlarin ayni anda
gerceklegsmesi son derece diistik bir olasiliktir.
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- Bu durum, biyogiivenlik sisteminin kacan GDO’larin cevrede hayatta
kalmasini neredeyse imkansiz hale getirdigini gosterir.
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Sentetik Biyolojinin Bir Adim Otesi:
Kontrollii Genom Diuizenleme

- Arastirmacilar, yalnizca organizmalari yeniden kodlamakla kalmayip
CRISPR sistemini de belirli kogullar altinda rekombinant DNA’y1 secici
bicimde kesip cikaracak sekilde tasarlamaya baslamigtir.
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- Bu tiir gelismeler, hem tiretim siireclerinde daha giivenli ve kontrolli GDO
kullanimini hem de tip, tarim ve cevre yonetimi gibi alanlarda daha genis
uygulama imkanlarini beraberinde getirir.

- Sentetik biyolojinin ilerleyisi, GDO’larin insanlik i¢in kritik sorunlari
cozmede giivenli bir arac¢ olarak kullanilabilmesini her gecen giin daha da
mimkiin hale getirmektedir.
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