REKOMBINANT DNA TELNOLOJISININ
TEMEL PRENSIPLERI
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Klonlama

Bircok molekuler genetik tekniginin kalbi gendir.

Gen, genetik manipulasyonlarda kullanilimadan once
izole edilmeli ve iyi karakterize edilmelidir.

llgilenilen DNA’nin izolasyonu ve cogdaltimasinda
kullanilan metotlardan biri genin tasiyici veya vektor
yardimiyla DNA icerisine yerlestiriimesi olan klonlamadirr.
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Klonlama

Farkli kaynaklardan alinan iki DNA birlestirildiginde sonu¢
rekombinant DNA molekUludur.

Prof. Dr. Bektas TEPE

Burada molekUl, baska bir konak icine (6rnegin
Escherichia coli) tasinarak yeniden uretilebilir.

HUcreler bolunduklerinde kolonideki her hucre yada klon
rekombinant DNA molekulinden bir yada daha fazla
kopya icerir.

Bdylece rekombine molekUl icinde bulunan DNA
klonlanmis olur.
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Klonlama

Gen klonlama pek cok amacla kullanilabilir.

Bunlardan birkaci;

O DNA dahaileri calismalarda bircok kopya elde etmek icin
konak hucrelerde cogaltilabilir,

O Onemli protein Urinlerin elde edilmesi icin ilgili gen ifade
edilebillir,

O Herhangi bir gen ve onun ifadesi canl hUcrede incelenebilir.
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DNA'nIN kesiimesi ve birlestirimesi

Enzimlerin iki bUyuk sinifl rekombinant DNA
hazirlanmasinda ve izolasyonunda dnemli araclardir.

O Restriksiyon endonUkleaz
O DNA ligaz
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DNA'nIN kesiimesi ve birlestirimesi

Restriksiyon endonukleazlar
makas gibi davranarak |
DNA'yI spesifik bolgelerinden GTAGAATTCATTCACGCA

pallindrome

keserler. CATCTTA@GTAAGTGCGT
Restriksiyon endonukleaz restriction sifé x

DNA'daki seker fosfat

omurgayi her iki iplikten keser.

GTAG AATTCATTCACGCA
caTcTTAA GTAAGTGCGT
fragment 1 fragment 2
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DNA'nIN kesiimesi ve birlestirimesi

Her bir restriksiyon enzim spesifik DNA dizilerini tanir ve bu
dizinin icindeki belli bir yerden keser.

Enzim, bir deoksiribonUkleotidin fosfat grubu ve komsu
deoksiribonUkleotidin seker grubu arasindaki kovalent
baglarin kinimasiyla DNA’y1 cift ipliginden keser.
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DNA'nIN kesiimesi ve birlestirimesi

Restriksiyon enzimler izole edildigi organizmanin ismi
kullanilarak adlandirilirlar.

Ornegdin EcoRl, E. coli RY13’den izole edilmistir.

Eco cins isminin ilk harfi ve tur isminin ilk iki harfinden
gelmektedrr.

R nesil tipi icin, | bu tipin ilk enzimi icin kullanilir.
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DNA'nIN kesiimesi ve birlestirimesi

Restriksiyon endonuUkleaz seker-fostat omurgayi ayirarak
kOt ya da yapiskan uclu, cift iplikli DNA fragmenti
olusturabilir.

KOt ucta; molekUlun her iki ipligi ayni yerden kesilmistir
yani uclar duz ve nukleotidlerin her biri eslenmis sekildedir.

Yapiskan ucta; molekUlun her ipligi farkl pozisyonlardan
kesilmistir.

Iplikteki birkac nUkleotit cikinti olusturur, bu tek iplikli uclar
kendiliginden birbirleri ile baz cifti olusturabilirler.
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and EcoRl produce "sticky™ ends
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DNA'nIN kesiimesi ve birlestirimesi

Plasmid
donor

Gene

DNA ligaz enzimi, DNA O\
fragmentlerini, kUt ya da yapiskan
tamamlayici uclardan

Isolation of
bacterial plasmid

birlestirebilir. : i
Rgene enzyme O
Ligaz farklh kdkenleri olan DNA'lar ONA Igasebinc

ends together

arasinda bir ayrim yapmaz.

Recombinant
DNA molecule

BOylece iki DNA fragments
restriksiyon endonukleaz i)
tarafindan iki farkll organizmanin
kromozomlarindan kesilir ve DNA
ligaz tarafindan birlestirilir.

Donor gene Transcription ‘
mRNA Translation Protein product
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DNA'nIN kesiimesi ve birlestirimesi

ki fragment artik tek bir DNA
molekulU olmustur.

Isolation of
bacterial plasmid

Bu kes-yapistir teknigi rekombinant ¥ o »eed

DNA molekUIUnU olusturur. b b
Bu daha sonra konak hiicreye /

Recombina
DNA molecule

aktarilir, burada daha ileri
calismalar icin cogaltilir.

Transformation
of qush

Bu surec, DNA klonlama olarak
adlandirlir.

Donor gene Transcription ‘
mRNA Translation Protein product
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Restriksiyon fragmentlerinin ayrlmasi

ve DNA'nin goruntulenmesi

Restriksiyon enzim kesimini ve
diger manipulasyonlarin
sonuclarnni dogrudan gérmek
MUMkundur.

Agaroz jel elektroforezi, DNA
fragmentlerini buyUklogine ve
boyama sonrast gérunurlgune
gore ayirmak icin kullanilan bir
tekniktir.
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Agaroz jel elektroforez

Jelatinli agar; saflastinimis agar
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tozu ve tampondan olusan bir
kansimdir.

Kaynatilir ve bir kalip icine
dokulur, levha halinde katilasir.

Bir disli tarak, agaroz eriyigine,
kuyu sekillerini olusturmak icin
takilir.

Agaroz katilasinca kuyulara

ornekler yuklenir.
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Agaroz jel elektroforez

Agaroz levha bir tampon
cozeltisine daldinlr ve
levhanin karsit uclarindaki

Side view: Sample loaded
elektrotlara uygulanan ot el N
elektrik akimi jel ve tampon S
icinde bir elektrik alani __L Pufte
Electric field and > .
Ol U§TUFU r. Direction of migration

Negative (-) Electrode Positive (+) Electrode

CUNkU seker-fosfat omurgasi
negatif yoklodur, DNA
fragmentleri pozitif elektroda
dogru go¢ ederler.
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Agaroz jel elektroforez

Agaroz molekUlleri arasindaki
gdzenekler bir elek gibi
davranarak boyutuna gore
molekuUlleri ayirir.

BUyuk molekuller kU¢cUk
molekUllerden daha yavas hareket
ederler.
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Jeldeki DNA'nin goruntulenmesi

DNA, jelicinde tek basina gérunur
deqildir.

Genellikle bantlarn goérunur hale
getirmek icin efidyum bromid
eklenir.

Ancak bircok arastirma
laboratuvarinda etidyum bromid
siklikla kullaniimakitadir.

CUnkU cok duyarlidir ve DNA'nIN
cok kUcuk miktarlarda bile fark
edilmesini saglar.
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Marker’ler ile karsilastirma

3 different restriction

DNA parcalarnin, jeldeki uzunluklar enzyme digests of §
bilinen DNA’lara gbre jel Uzerindeki el 2
konumlarinin karsilastinlmasi ile well

uzunluklari tespit edilebilir.

Bu nedenle agaroz jel elektroforezi,
restriksivon fragmenti uzunluklarini
belirlemede oldukca yararhdir.

DNA migration
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DNA klonlamao

Gen klonlama bircok basamak gerektirir.

Her bir basamakta, asadidaki sartlara bagl olarak
degisebilen spesifik metadolojiler kullanilir:

O Kullanilan DNA cesidi,
O Konak hucre tipi (bakteri, bitki vb)
O DNA klonlarnnin ninai hedefi

20
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Vektor secimi

Genden urun elde etmek isteniyorsa (ornegin; insulin ya
da buyume hormonu gibi), genin tasiyici hUcrede
salgilanmasina olanak saglayan bir vektdr kullanir.

Vektdr, transkripsiyon icin dnemli olan promotor dizilerine
ve diger translasyon dizilerine sahip olmalidr.

21
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Gen klonlama basamaklari

DNA izolasyonu
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DNA’nIn vektdr icine yerlestiriimesi
Rekombinant DNA’'nin konak hucreye transformasyonu
Rekombinant DNA'yi barnndiran konak hucrelerin secimi

Uygun protein Uronu Ureten hucreleri gorunttleme

22
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Klonlama vektorunun ozellikleri

Replikasyon orjinine sahip olmalidir, bdylelikle DNA, konak
hUcre icinde replike olabillir.

Saflastirma sirasinda bozulmaya ugramadan izole
edilebilecek kadar ki¢cuk olmalidir.

Bircok 6zgun restriksivon bolgesine sahip olmalidir, boylece
yalnizca 6zgun olan bdlgeden kesilecektir.

Klonlama aracinin hicre icine transfer olup olmadigini
belirrlemek ve yabanci DNA’nin vektdr icine alinip
alinmadigini goéstermek icin secilebilir markerlara sahip
olmasi gerekir.

24
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Bakteriyel vektorler

Klonlama vektorlerinin buyuk cogunlugu E. coli icin
gelistirilmistir.

Bunun yani sira, Bacillus subfilis gibi bakteriler, maya,
mantar, hayvanlar ve bitkiler icin de vektorler mevcuttur.

25
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Plazmitler

Plazmitler, ekstra kromozomal, cift iplikli, dairesel DNA
molekulleridirler ve bakterilerde barnnirlar.

Genellikle hUcre icinde coklu kopyalar halinde bulunurlar.

Plazmitler cesitli fonksiyonlara sahiptir.

26
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Plazmitlerin tonksiyonlar

Antibiyotiklere ve bakteriyosinlere direnc icin cesitli
maddeler kodlarlar.

Pigment Uretimi, cesitli bilesiklerin parcalanmasi ve azot
fiksasyonu gibi fizyolojik fonksiyonlarn gerceklestirirler.

Toksin Ureten virulans plazmidler, endotoksinleri ve
hemolizinleri kodlar.

Ayrica bazi plazmidler; civa, kadmiyum, nikel, cinko gibi
metaller karsi direnc kazandinirlar.

27
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Plazmitlerin ozellikleri

Plazmitler kUcuk ve kolay islenebilir yapilardir.

Yaklasik olarak 10 kilobaz uzunlugundaki yabanci DNA
fragmentlerinin yerlestiriimesi icin benzersiz restriksiyon
bdlgelerine sahiptirler.

Bakteri hUcreleri icine tasindigi zaman, yuksek kopya
sayisina ulasirlar.

28
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Ornek bir vektdr: pBR322

Modifiye bir plazmittir.

PBR322 adi asagidaki gibi elde edilmistir:
O ‘p’ plazmit molekdlunu ifade eder
O ‘BR’, vektorin yapan kisiyi belirtir (Bolivar ve Rodrigez)

O ‘322 ise spesifik plazmidin elde edilis sira sayisini belirler (diger
ornekler; pBR325, pBR327, pBR328).

29
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OBR322 nasil elde edilmistire

PBR322, dogal olarak bulunan u¢ plazmidin cesitli
bolgelerinin birlesiminden elde edilmistir:

O Pazmid R1'den amfisilin direnc¢ geni
O pSCI101'den tetrasiklin direnc geni
O pMB1'den replikasyon baslama bolgesi

31
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PBR322 plazmidinin tercih ediime

nedenleri

Yakin zamana kadar pBR322 birkac nhedenden dolayi en
sik kullanilan plazmidlerden biriydi:

O Molekdl kUcuktur, sadece 4363 baz ciftine sahipfir ve
kolaylikla izole edilebilir. Dolayisiyla bu vektor, 5-10 kb'a
varan DNA barindirabilir.

O pBR322 bircok 6zgun restriksiyon bdlgesine sahipfir.
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Insersiyonal mak’nvosyon

rekombinantlarin se

Tetrasiklin (tetr) ve amiisiline (ampr) direnci kodlayan
genler, rekombine plazmitlerin secimi icin marker olarak
kullanilir.

llgilenilen DNA fragmanin icine antibiyotik direnc
genlerinden biri sokularak gen inaktivasyonu
gerceklestirilir.
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Insersiyonal inaktivasyon

rekombinantlarin se

Ambicillin 4 Tetvocyeline
tesistance TQRis Fance
camp™) PBR322 Ctes)
4.4Kb
Osy;

ampTer®
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Insersiyonal mak’nvosyon

rekombinantlarin se

EQer tetrasiklin geni icine yabanci DNA sokulmussa, boyle
bir plazmidi iceren bakteriler tetrasikline duyarli
olacaklardrr,

Bu sUrec, secilebilir bir markernn insersiyonal inaktivasyonu
olarak ifade edilir.

Artik kolaylikla antibiyotik direnci icin hucreler
goruntulenebilecektir.

Insersivonal inaktivasyon, vektdérin, hedef DNA'yi icerip
icermedigini belilemek icin gUclU bir yoldur.
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Gen transterinde ortaya cikacak

olasiliklar

Gen transteri sirasinda asagidaki olasiliklar ortaya cikabilir:
O Bakteri, rekombinant vektort almis olabilir,

O Bakteri, rekombinant vekiéruo almamis olabilir

O Vektor hucreye girmemis olabilir.
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Bir baska plazmit: pUC

PBR322've gore daha yaygin olarak kullanilan kucuk
plazmidlerdir.

Bu kUcUk vektdrler coklu restriksiyon bolgeleri icerirler.

Plazmidin secimi icin amfisilin direnc geni icerirler.

,ﬂ B
Amp R/é" lacZa_1
V4

plac \ / puUC8:15
pucs 5086 bp
2686 bp

Z
”A\
\\
\\\)
\ -
& - :R}
geigfeeae]
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pUC plazmidinde rekombinantlarnn

secCliml

Bu vektor lacZ genini kodlamaktadrr.

EQer lacZ’ bolgesi, yabanci DNA tarafindan kesintiye
ugramazsa amino u¢ kismindaki B-galaktosidaz
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pUC plazmidinde rekombinantlarnn

188]

HUcrede pB-galaktosidaz normal olarak galaktozun, laktoz
ile glukoza hidrolizini katalizler.

Kodlama yapmayan lacZ plazmidi, enzimatik olarak akfif
B- galaktozidaz Uretemeyecektir.
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pUC plazmidinde rekombinantlarnn

secCliml

Ureme ortamina eklenen kromojenik laktoz analodu olan
X- gal (5-bromo-4-kloro-3-indoil-p-D-galaktopiranozid), B-
galaktozidaz tarafindan parcalandiginda mavi renk
olusturur.

Lac’Z geni, bir yabanci DNA'nin yerlestiriimesi ile kesintiye
uaradiginda, koloniler ortamda beyaz gérinur.

s hgan + X-3el + IP16
Non |
e e Blue Qoloh't E&ecgmbma:n{b
® 8" O White Co\on‘d ( Keumbinan”
o}
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Bakteriyofajlar / Lambda faji

litik dongu

Bakterileri enfekte eden virUslere bakteriyofaj adi verilir.

Viral DNA, klonlaoma vektoru olarak kullaniimak Uzere
tasarlanabilir.

Litik ddngude, faj olusumu sonrasi konak hucre lizise ugrar,
virgs soylari serbest kalir.

Litik fajlar, igilenilen DNA'yI cogaltmak ve klon
olusturmak icin kullanir.
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Bakteriyofajlar / Lambda fajl

1 Lizis sonucunda besiyerinde ortaya cikan plaklar, izole
edilebilir rekombinant faj parcaciklari icerir.
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Bakteriyofajlar / Lambda faji

lizogenik dongu

Lizojenik dongude, bakteriyofaj genomu, konak
hucredekine enteagre olur.

HUcrede liziz meydana gelmez ve faj genomu konak
genomu ile birlikte replike olur.

Bu yol, gen terapisinde, hayvan virUslerine yerlestiriimis
terapdtik genleri genom icine entegre etmekicin
kullanilir.
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Kozmid'ler !l

EcoRl
BamH| ‘," Clal
Plazmid ve bakteriyofaj gibi EcoRl | || ingll
vektdrlerin en dnemli Ampicillin L1l
. 3 resistance oo
dezavantqijl, nispeten gene

kUcUk bir DNA parcasini
tasiyabiliyvor olmalardr.

- (0§ gene

Daha buyuk DNA
fragmanlar, fa] DNA'sI ve
plazmitlerin hibritleri olan Origin of —
kozmid'ler kullanilarak replication
klonlanabilir.
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Kosmid vektor, bakteriyofajlarda oldugu gibi, protein bir
kilif icerisine paketlenir.

Prof. Dr. Bektas TEPE

Paketlenmis DNA, E. coli konak hucrelerini enfekte eder.

Bakteri hUcresine giren DNA, plazmid gibi replike olur.

HUcreleri lizise ugratmaz.
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Diger organizmalar icin vektorler

Gen aktarmi calismalarnda diger organizmalarin
kullaniimaya baslanmasi, farkli tipteki klonlama vekiorlerini
gerektirmistir.

Klonlama vektorleri;

O Maya ve diger mantarlar,
O Bitkiler,

O Bdocekler,

O Balklar,

O Memelilericin

de kullanilabilir.
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Maya yapay kromozomlar (YACs)

Maya yapay kromozomlar (YACs) okaryotik molekUler
calismalaricin kullanishdir.

Maya kromozomunun sonunda bulunan telomerler,
bozulmaya karsi koruma saglar.

Bu kromozomlar, otonom olarak kopyalayabilen bir dizi
molekUlun (ARS) cogaltimasina olanak saglayan spesifik
DNA dizilerinden olusur.
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Maya yapay kromozomlar (YACs)

YACSs, buyuk DNA parcalarinin klonlanmasi icin
kullanishdir.

Calisilan bircok hayvan geni 200 kb veya daha fazla
bUyUklUktedir.

Bu boyutlar, cok buyUk parcalarini barindiran klonlama
vektorlerini gerekfirir.
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YEAST ARTIFICIAL CHROMOSOME VECTOR HUMAN DNA
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Maya yapay kromozomlar (YACs)

Bircok vektor, oldukca kucuUk DNA parcalarini barindirr.

YAC vektorleri, 200-1500 kb arasindaki parcalari tasiyabilir.

YAC kUtuphaneleri, insan genomu gibi buyuk genomlar
icin oldukca kullanishdir.

Bu vektorler, arastirmacilann, genomun spesifik bdlgelerini
izole etmelerini ve dizilemelerini saglar.

51



Kaynak: Biotechnology (An Introduction) -
Susan S. BARNUM Prof. Dr. Bektas TEPE

Bakteriyel yapay kromozomlar (BACs)

Bakteri yapay kromozomlar (BACs) sentetik vektorlerdir.

Genis capli DNA klonlama sistemlerinde, buyuk
genomlarn dizileme projeleriicin kullanilirlar.

Ortalama boyutu 150 kb olan (100- 300 kb DNA) DNA
parcalarini klonlamak icin kullanimistir.

Bakteriyofaj ve kosmid vektorlerinin aksine, hicbir
paketleme sinirlamasi yoktur, rekombinant vektor
elektroporasyon ile hucre icine verilir.
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Bakteriyel yapay kromozomlar (BACs)

BAC konlama sistemi, YACs'den daha kararhdir.

Bu tip vektorler;

O Kompleks genomlarn buyuk bir kisminin ve
O Genomik bolgelerin fiziksel haritalarinin
yapiminin icin kullanishidir.,
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Bitki klonlama vektorleri

Bitkilere bircok amacla DNA klonlanmaktadir:

O Pestisit ve herbisitlere karsi direnc olusturmak

O Ur0n verimini, saflik derecesini ve kalitesini artirmak
O Yenisus bitkileri gelistirmek

O Bircok meyve ve sebzenin raf dmronu artirmak
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Bitki klonlama vektorleri

Bitki hUcrelerine verimli bir sekilde DNA aktarimini
saglayan bircok klonlama vektoru olusturulmustur.

En sik kullanilan bitki virUsleri,
O TUtONn mozaik virdsu(TMV) ve

O Agrobacterium tumefaciens adli toprak bakterisinin Ti (tUMor
indUkleyen) plazmididir.
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Oncogenic genes  Cytokinin production Opine synthesis
~ Right T-DNA border

Auxin production_»

Left T-DNA border ~ Conjugative transfer

Ti plasmid
(Octopyne type)

Virulence region ~ Opine catabolism

Origin of replicétibn

57



Kaynak: Biotechnology (An Introduction) -
Susan S. BARNUM Prof. Dr. Bektas TEPE

TI plazmidi

A. tumefaciens, dikotil bitkilerin bircok t0rinde, bitki uru
olusumunu indUkleyen bir toprak mikroorganizmasidir.

Bu bakteri bitkilerde doku yaralarina neden olur.

Bunun sonucunda bitki hUcreleri hizla cogalarak
enfeksiyon bdlgesinde tUmor olusumu gerceklesir.
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T DNA ve opinlerin sentezi

Plazmitteki Ozel bdlge olan T-DNA (transfer DNA), bitkinin
genomunun icine entegre edilebilen, yaklasik olarak 8
geni kapsar.

Prof. Dr. Bektas TEPE

Bu genlerden bazilari, bakteri hucrelerinin buyUmesiicin
besin olarak kullanilan ve opinler denilen, alisimadik
bilesenlerin sentezini saglarlar.

Bdylece A. tumefaciens, kendi kullanimiicin bitki konak
hUcresi icinde transkripsiyon ve franslasyonu yonetir.,
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Biyoteknolojik Ti plazmitleri modifiye

edilmisfir !

Ti plazmitinin bu ozelligi, bazi bitkilerde onu etkili bir
klonlama vektdru haline getirmistir.

Bitki kromozomu icine entegre olan T-DNA, bitkilere
yabanci gen transferi icin kullanilabilmektedir.

Biyoteknolojik kullanim icin tasarlanmis Ti plazmitleri,
kanser olusumuna yol acan genler cikarilarak modifiye
edilmislerdir.
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Bir bitkinin butun hucrelerine yabanci

DNA aktarmak ¢<¢¢

Bilim adamlarinin karsi karsiya kaldiklart sorunlardan biri,
bir bitkinin butun hucrelerine yabanci DNA'nIN
aktarimasinda etkili ydontemlerin gelistiriimesidir.

Bunun bir yolu, yabanci DNA'nIN, butUn bitkiyi rejenere
edebilecek kapasiteye sahip birkac bitki hucresinin icine
entegre olmasidrr.
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Bir bitkinin butun hucrelerine yabanci

DNA aktarmak ¢<¢¢

Diger bir yolu, tohum ya da bitki tomurcuklarini
rekombinant A. tumefaciens iceren bir ¢cdzelti icinde
Islatarak, embriyo hicrelerine yabanci DNA'yI transfer
etmektir.

Maker genler, yabanci gen barindiran bitkilerin
secilmesine olanak saglar.
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Memell hucre vektorleri: SV40

En cok calisilan virtslerden biri olan simian virds 40 (SV40),
kOcuk, halkasal, cift iplikli DNA virosudUr.

Virus, sinirl sayida memeli hucresini enfektie edebilir.

Sinirh bOyUklokte yabanci DNA parcasini tasiyabilir.
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Memell hucre vektorleri: SV40

Eklenen yabanci DNA icin ver saglamak amaciyla, bazi
agenler SV40 vektorlerinden silinmistir.

Bu nedenle, gerekli olan genleri iceren bir yardimci virUs,
rekombinant SV40 virusunu yaymak ve paketlemek icin
gereklidir,

Bu vektor ile aktanmi yapilan yabanci genin ekspresyonu
gecicidir.
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Retrovirusler

Memeli hUcrelerine gen aktarmiicin kullanilan diger
virusler, retrovirGsler ve adenoviruslerdir.

RetrovirUsler tek iplikli RNA virusleridir, insan da dahil olmak
uzere bircok hayvan hucresine gen aktarimiicin umut
vaat etmektedirler.

Viral genom, cift iplikli RNA molekUlU icerir.
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Retrovirusler

Virus, cift iplikli DNA molekUlu yapmak icin, revers
transkriptaz enzimini kullanir.

Tasidigr genleri, konak hUcre kromozomlarnin icine
entegre eder (provirus).
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Adenovirusler

Adenovirus, cift iplikli DNA virusudur.

Retroviruse benzer, hucreleri yuksek verimlilikte enfekte
eder ve genis bir konak yelpazesine sahiptir.

Insan icin patojenitesi dUsuktir, bu dzellik, adenovirlsu,
gen terapisiicin istenen vektor yapar.

RetrovirUsten farkli olarak, adenovirus, bolunen hucreleri
enfekte etmek zorunda degildir.
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Okaryotik proteinlerin sentezi daha

kompleks sartlar gerektirir 1

Okaryotik proteinlerin sentezi (insan ya da fare gibi), daha
kompleks strecler gerektirir.

Genellikle 6karyotik gen UrUnlerinin zorunlu modifikasyonlar
olan,

Posttranslasyonal bolunme
Glikozilasyon

Amino asit modifikasyonlari
Fosforilasyon

Asetilasyon

SUlfasyon

Acilasyon

bakteri hUcrelerinde mumkun dedildir.
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Klonlanan genler intfron ve ekzon

icermektedir!!!

Memeli proteinlerini kodlayan genler infron ve ekzon
bolgelerinden olusmaktadir.

Bu da, mRNA'nin olgunlastinimasi srecinde, intronlarnn
ayiklanmasini gerektirir (MRNA splicing).

Bircok hayvan proteini yalnizca dkaryotik hucrelerde
Uretilebilmektedir.

CUnkuU yalnizca bu hucreler, RNA ve protein isleme
veteneqgine sahiptir.
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Terapotik degeri olan Urunlerin Uretimi

Terapatik degere sahip bircok onemli farmasotik bilesen
bu yolla Uretilmistir.

Bunlarin arasinda:

O Pihtlasma faktor proteinleri,
O interferonlar,

O BUyUme hormonu ve

O Eritropoetinler
bulunmaktadir.
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HUcre transtormasyonu
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Gen franster yontemleri

Organizmalarn icine yeni DNA'yi sokmak ya da gen
klonlamak amaciyla konakcilar kullanmak icin gen
transfer yontemleri gereklidir.

Prof. Dr. Bektas TEPE

Cesitli yontemler; bakteri, maya, bitkiler ve yabanci DNA
iceren hayvanlarin fransformasyonu icin uygundur.
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Kompetent bakteriler

Bazi bakteriler dogal olarak kompetenttir, yani
ekstrasellular DNA'yI alma yetenekleri vardirr.,

Buna ragmen kompetent olmasi icin bircok bakterinin
O kalsiyum klorit gibi bir tuz solUsyonuna maruz birakiimasi ve
O DNA varliginda isi soku uygulanmasi

DNA'NnIN hucreler icine transforme olmasi icin yeterlidir.

Ancak Skaryotlar daha karmasik ydntemlere gereksinim
duyar.
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Mikroprojektil bombardimani

Biyolistik

Diger bir hUcre fransformasyonu yontemi mikroprojektil
bombardimani ya da biyolistikfir.

Altin veya tungstenden yapilmis cok kucuk
mikroprojektiller DNA ile kaplanmistir ve hucrelerin ya da
dokularnn icine bir parcacik tabancasindan yuksek hizda
atis yapllir.

HUcre duvar yikimak zorunda deqildir cUnkU mermiler
hucre icine nufuz eder.

Biyolistik, gen terapisi acisindan cok Umit vericidir.
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Elektroporasyon

HUcre duvar icermeyen hucrelere siklikla uygulanir.

Kalsiyum fosfat solUsyonuyla hucre yuzeyi Uzerine DNA'NIN
tortulasmasi saglanarak hicre transforme edilebilir.
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Mikroenjeksiyon

Cok hUcreli bir hayvanin tUm
hucrelerinin icine gen girisi
mikroenjeksiyon denilen bir
baska yontem gerektirir.

Bir hayvanin tUm
hicrelerinde bir geni ifade : -
etmek icin, yani fransgenik bir -
organizma olusturmak icin, 0
dollenmis yumurta ya da e Host cell
erken embriyo,
mikroenjeksiyon ile
transforme edilir.

Cytoplasm

Nucleus
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Mikroenjeksiyon

DNA, son derece ince bir
pipetle direk hayvan hucresi
nukleusuna enjekte edilir.

DNA hUcre icine aktarildiktan
sonra, transforme dollenmis |
yumurta gelisiminin e
tamamlanmastigin bir P)
hayvan icine asilanir. e Host cell

Nucleus
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Cytoplasm
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DNA kUtuphanesinin olusturulmasi ve
faranmasi

DNA kUtUphanesi; hUcrenin butun genomunun DNA
parcalarnni kapsayan koleksiyondur.

KUtUphanenin taranmasi; istenilen dzelliklere sahip DNA
parcasinin hangi klonda bulundugunun tespit edilmesi
islemidir.

Vektorler, farkll organizmalarin genomlarindan izole
edilmis DNA fragmentlerinin kbtuphanesinin
olusturulmasinda kullanilrr.
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DNA kUtUphanesi olusturulmasinin

basamaklari

DNA , spesifik bir restriksivon enzimi ile kesilir.

DNA fragmentleri olusturulur.

Bu fragmentler vektdr molekUllerinin icine aktarilir ve
rekombinant molekulller olusturulur.

Rekombinant molekuller konak hucreye aktarilir.

BUtUN DNA molekullerinin toplami kUtuphaneyi olusturur.
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DNA kutuphanesinin olusturulmasi

Bilim insanlari;

O Genlerin organizasyonu ve duzenlenmesi hakkinda daha
fazla bilai saglamak ve

O Cesitli organizmalarin genomlarini haritalamak ve dizilemek
icin
kOtOphaneleri insa etmislerdir.
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DNA kutUphanesi tipleri

Spesifik bir DNA'nin izolasyonunda iki tip kUtUphane
kullanilabilir;

O Genomik kUtUphane
O cDNA kUtUphanesi
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Genomik kUtuphane, bir organizmmadaki tum

genomu temsil eden DNA fragmanlariniicerir

Bacterial
clones

[a\ Dlacmid lilhvraris

Rl - Sadl - ot d
cut up with

m restriction g 9
enzyme |

/N

Recombinant
lasmids
P Recombinant > Phage
phage DNA clones

Y DlIhamna lilahravis
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Genomik kutuphane nasil olusturulur?

Soya fasulyesi, genomik kitUphanenin nasil
olusturuldugunu gdostermek icin ornek olarak kullanilabilir.

Soya hucresinden total nukleer DNA izole edilir.

DNA, spesifik restriksiyon enzimi ile kesilir.

Ayni zamanda vektdr de (plazmit, kozmit ya da bakteri
fajl) ayni enzim ile kesilir.

Boylece vektor lineerlestirilir (dUzlemsel hale getirilir).
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Genomik kutuphane nasil olusturulur?

Bu iki DNA (genomik DNA parcalar ve vektor) bir test
tUpUnde karnstinlir,

Rekombinant molekuller olusturmak icin ortama ligaz
eklenir.

Bu rekombinant DNA molekulleri konak hucreye aktarilir.
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Genomik kutuphane nasil olusturulur?

Rekombinant plazmitler ya da kozmitler iceren transtorme
bakteri kolonileri, besi ortaminda secime tabii tutulurlar.

Her koloni, vektdr icine klonlanmis spesifik soya DNA
parcalarnni icerir.

E. coli hucrelerinin lizis oldugu kolonilerde olusan plaklar,
soya genom parcalar tasiyan rekombinant virsler icerir.
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Genomik kutuphane nasil olusturulur?

Genomun tum DNA parcalariniiceren koloniler ya da
plak topluluklan kbtUphaneyi olusturur.

Ornegdin; insan genomu 100.000’den fazla kozmit klondan
ya da yaklasik olarak 10.000 YAC klonlanndan
olusmaktadir.

86



Kaynak: Biotechnology (An Introduction) -
Susan S. BARNUM Prof. Dr. Bektas TEPE

Genomik kutuphane nasil olusturulur?

Soya genomik kUtUphanesi genellikle fragmentlere
bolunmus ve E. coli hucrelerine girmis fam bir soya
genomu icertrr.

Vektdricine girmis DNA'nin ortalama boyutundan ve
organizmanin genomunun boyutundan basit bir
hesaplama, arastincilara tum genomun temsil edilmesi
icin kac tane kUtUphane klonunun gerektigini sdyler.
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cDNA kutuphaneleri daha
avantajlidir

Baz organizmalar cok bUyUk genomlara sahiptir.

KUtUphane, dzellikle hayvan ya da bitkideki belirli bir gen
icin taranmak zorunda oldugunda, taranan klonlarin
sayisi cok fazla oldugundan kontrol edilemez.

Bu nedenle sadece belirli hucre tiplerinden eksprese olan
genleri iceren bir kGtuphane daha uygun olabilir.

88



Kaynak: Biotechnology (An Introduction) -
Susan S. BARNUM Prof. Dr. Bektas TEPE

cDNA kUtuphanelert

Bu kUtUphane, klonlanmis DNA miktarini bUyUk dlcude
dUsurur.

Her hUcre tam bir gen setine sahip olmasina ragmen
sadece spesifik bir gen seti eksprese olur ve digerleri sessiz
kalr.
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Soya cDNA kUtuphanesi nhasill

olusturulure

Yaprak hUcrelerinden RNA izole
edilir.

cDNA sentezi ile DNA olusturmak
icin MRNA kalip olarak kullanilir.

MRNA kaliptan cDNA'nin geriye
sentezini revers franskriptaz
katalizler.
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Soya cDNA kUtuphanesi nhasill

olusturulure

DNA polimeraz ikinci DNA ipliginin

sentezinde kullanilrr.

Cift iplikli cDNA elde edilir.

cDNA, klonlama vekidrune
aktanlr.

Rekombinant vekitdr bakteri icine
girer.

KUtuphane, soya yaprak
hucrelerinden elde edilen
MRNA'larin cDNA'larindan olusur.

Prof. Dr. Bektas TEPE

\

A

A-A-A-A 3 mRNA
3T TTT5 Oligo(dT) primer

@ Incubate with reverse
transcriptase to synthesize
cDNA strand

mRNA
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S$1 nuclease
cuts loop
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(2) When cDNA strand is
completed, hydrolyze RNA
strand
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A

Incubate with DNA
polymerase to
synthesize second DNA
strand

I ona "
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@ Incubate with terminal
transferase to add
single-stranded tails

T
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Double-stranded cDNA

ready for insertion into
appropriate cloning vector
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CultureCells
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+PCR

Double-st a
¢DNA

Prof. Dr. Bektas TEPE

¢DNA -
Extract RNA ;

gverse
Transcriptase

ROr=m

folecular Station \ l
—

Grow

Insertinto Bacterial  ©enerate Competent
Plasmid Bacteria

solate Plasmids

92



Kaynak: Biotechnology (An Introduction) -
Susan S. BARNUM Prof. Dr. Bektas TEPE

Genomik ve cDNA kUtUphaneleri

arasindaki farklar

Cogu Okaryotik genler icindeki kodlanmayan intronlar
cDNA’ya dahil edilmez.

CUnkU mRNA, cDNA senteziicin izole ediimeden 6nce
post transkripsiyonel modifikasyon gecirmistir.
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Genomik ve cDNA kUtUphaneleri

arasindaki farklar

Ustelik cDNA kUtUphaneleri; promotorlar, gUclendiriciler
gibi genlere bitisik duzenleyici yapilar icermezler.

Az sayida klonla kutuphane olusturulmasiyla tarama
asamalar daha kolay olur ve daha az zaman alrr.
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KUtuphaneden ilgilenilen genin tespiti:

NuUkleik asit hibridizasyonu

KUtUphane bir kez olusturuldugunda, spesifik DNA parcasl
iceren rekombinant klonlar, nukleik asit hibridizasyonu
olarak adlandinlan tarama yontemiyle saptanabilir.

Tarama icin spesifik bir DNA dizisi, uygun hedef dizi iceren
klonlarl ya da plaklari belirleyen prob olarak kullanilir.
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KUtuphaneden ilgilenilen genin tespiti:

NuUkleik asit hibridizasyonu

Bakteri klonlarn ya da plaklar petri kabindan nitroseltloz
ya da naylondan yapilimis zarlara transfer edilir.

Master plate ) Master plate
. \ o/ Probe =
X DNA N\,
< Solutlprj a Radmactwe Gene of =
containing single-stranded inte rest
probe DNA | .
4 'o’_ Bl 7%
‘ e e o \ Single-stranded /F g g EY
Filtor m— e “a x X DMA from ccll et x X o %a
Filter lifted and —_—
flipped over 53 x x

Hybridization
an filter
0 The filter is treated to break

open the cells and denature
their DNA; the resulting single-
stranded DNA molecules are
treated so that they stick to
the filter.

o A special filter paper is
pressed against the
master plate,
transferring cells to
the bottom side of the
filter.

0 The filter is laid under
photographic film,
allowing any
radioactive areas to
expose the film

(autoradiography). carrying the

Colonies
containing
gene of
interest

e After the developed film
is flipped over, the
reference marks on the
film and master plate are
aligned to locate colanies

gene of interest.
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KUtuphaneden ilgilenilen genin tespiti:

NuUkleik asit hibridizasyonu

Membran, koloniler ya da plaklarin Uzerine yerlestirilir,

koloniler ya da plaklann zara gecmesi icin baski uygulanir

ve zar cekilir.

Master plate (o ) Master plate
. \ o/ Probe =
X = DNA N\,
< Solutlprj a Radloactwe Gene of s
containing single-stranded inte rest
probe DNA | .
. ’ﬂ‘- .~~
l o i =iatel s \ Single-stranded /F|Im o Y
Filtor m— e A PSR DMA from ccll et > X o %a
Filter lifted and —_—
flipped over 53 x x

Hybridization
an filter
0 The filter is treated to break

open the cells and denature
their DNA; the resulting single-
stranded DNA molecules are
treated so that they stick to
the filter.

o A special filter paper is
pressed against the
master plate,
transferring cells to
the bottom side of the
filter.

0 The filter is laid under
photographic film,
allowing any
radioactive areas to
expose the film

(autoradiography). carrying the

Colonies
containing
gene of
interest

e After the developed film
is flipped over, the
reference marks on the
film and master plate are
aligned to locate colanies

gene of interest.
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KUtuphaneden ilgilenilen genin tespiti:

Ukleik asit hibridizasyonu

KUtUphanenin icinde ilgilenilen DNA'yiiceren bir ya da

birka¢ koloni ya da plak olabilir,

Master plate (o )
* \ Probe
S DNA N\,
< Solution a Radmactwe T
containing single-stranded e
probe DNA |
d "
‘ o =it oo \ Single-stranded /F|Im #
Filter m— o’ & * X DMA from cell e e 5
Filter lifted and —
flipped over 53 x

Hybridization
on filter
0 The filter is treated to break
open the cells and denature
their DNA; the resulting single-
transferring cells to stranded DNA molecules are
the hottomn side of the treated so that they stick to
filter. the filter.

A special filter paper is
pressed against the
master plate,

0 The filter is laid under
photographic film,
allowing any
radioactive areas to
expose the film
(autoradiography).

-

Colonies
containing
gene of
interest
Master plate L2
*A
>
-
Y
X R

e After the developed film
is flipped over, the
reference marks on the
film and master plate are
aligned to locate colanies
carrying the gene of interest,
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KUtuphaneden ilgilenilen genin tespiti:

NuUkleik asit hibridizasyonu

Tek iplikli DNA probu hedef DNA ile baz eslesmesi yapmak

icin tasarlanmistir.

Master plate ()
= \ o~/ Probe
e DNA N\
Solution Radioactive
containing single-stranded
probe DNA |
l o =it ~eo \ Single-stranded
Filter * & > X DMA from ccll
Filter lifted and —_—
flipped over 23

Hybridization

an filter
0 The filter is treated to break

open the cells and denature

master plate, their DNA; the resulting single-
transferring cells to stranded DNA molecules are
the hottomn side of the treated so that they stick to
filter. the filter.

o A special filter paper is
pressed against the

— (Gene of

interest

-

Film »*
¢

/

>
- *

>

x

The filter is laid under
photographic film,
allowing any
radioactive areas to
expose the film
(autoradiography).

Colonies
containing
gene of
interest
Master plate L2
*A
>
-
Y
X R

e After the developed film
is flipped over, the
reference marks on the
film and master plate are
aligned to locate colanies
carrying the gene of interest,
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KUtuphaneden ilgilenilen genin tespiti:

Ukleik asit hibridizasyonu

o~ o e~ o

Bir hedef DNA ipligi prob DNA ipligine hidrojen bagiyla

baglanir ve hibrid DNA olusur.

Master plate (o )
* \ Probe
S DNA N\,
< Solution a Radmactwe T
containing single-stranded e
probe DNA |
d "
‘ o =it oo \ Single-stranded /F|Im #
Filter m— o’ & * X DMA from cell e e 5
Filter lifted and —
flipped over 53 x

Hybridization
on filter
0 The filter is treated to break
open the cells and denature
their DNA; the resulting single-
transferring cells to stranded DNA molecules are
the hottomn side of the treated so that they stick to
filter. the filter.

A special filter paper is
pressed against the
master plate,

0 The filter is laid under
photographic film,
allowing any
radioactive areas to
expose the film
(autoradiography).

-

Colonies
containing
gene of
interest
Master plate L2
*A
>
-
Y
X R

e After the developed film
is flipped over, the
reference marks on the
film and master plate are
aligned to locate colanies
carrying the gene of interest,
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KUtuphaneden ilgilenilen genin tespiti:

NuUkleik asit hibridizasyonu

Membrana baglh hedef DNA ve prob DNA'nin hibridize
olup olmadigini belirlemek icin, prob radyoaktif olarak
isaretlenir.

Hibridizasyondan sonra membran X-ray filmine maruz
birakilir.

Hibridizasyonun gerceklestigi bolgelerde radyoaktif DNA
otoradyografik bir resim olusturur.
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Ekspresyon kutuphanesi

Ekspresyon kutUphaneleri, gen ekspresyonu icin gerekli
dUzenleyici elementler iceren klonlama vektdrleriyle
yapllr (Orn; promotor bolgeleri gibi).

Yabancl bir gen ya da cDNA, bir ekspresyon vektoruone
klonlandiginda gen transkribe edilir.
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Raportor gen

Bir raportor gen, yabanci bir gen ya da cDNA'nin ifade
edilip edilimedigini belirlemek icin kullanilr.,

Bircok raportdr gen, kodlanmis enzimlerin aktivitelerinin
hizla analiz ediimesi icin kullanilmaktadrr.
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Lusiferaz raportor gen olarak kullanilir

Ates boceginden alinan
lusiferaz geni, gunUmuzde
kullanilan édnemli bir raportor
gendir.

Ates bdocegi lusiferaz geni
biyolUminesans yayar.

Hedef gene bitisik halde
aktarilan lusiferaz geni, ilgili
genin hedef organizmada
ifade edildigini dogrular.
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Raportor genlerin sundugu avantajlar

Raportdr genler arastinciya;
O Ekspresyon seviyesinin dlcuimesi,

O Farkl promotorlardaki ekspresyon seviyelerinin test edilmesi
ve

O Dokuda hangi genlerinin eksprese oldugunun belilenmesi
icin kolaylik saglar.

Raportdr genler bitkiler, memeliler, baliklar ve bakteriler
gibi bircok farkll organizmnanin hucrelerinde gen ifadesinin
arastinimasi icin kullaniimustir,
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Yesil floresan proteini (GFP)

Kullanilan diger bir raportér gendir.

Denizanas! tarafindan Uretilir ve fotoprotein akuorin ile
etkilesime girerek yesil florasan renk olusturur.

Protein mavi ya da ultraviyole isikla uyarildiginda, GFP
dogal olarak yesil florasan isigr yayar.

106



Kaynak: Biotechnology (An Introduction) -

Susan S. BARNUM Prof. Dr. Bektas TEPE

Yesil floresan proteini (GFP)

GFP farkli dalga boylarindaki floresan i1sigr yaymak icin
tasarlanmistir.

Yogunluguna ragmen, sinyal nispeten zayif oldugu icin,
GFP’'nin ifadesi cok kuvvetli promotorlar ya da diger
duzenleyici dizilerinin kullaniimasini gerekdirir.

GFP kullanilarak spesifik proteinler izlenebilir.
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Southern Blot

1970'lerin ortasinda Edward Southern, Southern Blotlama
olarak adlandirlan basit bir teknik gelistirmistir.

Bu teknikte DNA fragmentleri, jelden, hibridizasyon icin
kullanilan &zel bir membrana transfer edilir.

Blotlama sirasinda bu fragmentler alkali tamponda
denature edilir ve tek iplikler nitroselUloz membrana

transfer edilir.
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Southern Blot

Membran, kagit havlu yigininin altinda, jelin Ustunde
sikistinimis olarak bulunmaktadir.

RNA or DNA Solution passes through
e gel and filter to paper towels
O - Migration
32P-labeled \ NG ¥ 2 ;
size markers\"\.e- > < 5 Paper towels
s : &7 6 B Sponge
& g B & ; B Y4
Electrophoresis - / f - / |
Gel i :
Filter in i \.\
Expose *Seal-a-Meal” a D
X-ray film Probe hybridized bag solution N
to filter /;,{ to complementary
p// sequence
R o Gel
— ’\
Remove Hybridize with unique : DNA
Autoradiogram unbound 32p-Jabeled transferred
probe nucleic acid probe to filter
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Southern Blot

Tank icindeki tampon, jelden membrana DNA'NIN
transferini kolaylastirr.

RNA or DNA Solution passes through
e gel and filter to paper towels
O - Migration
32P-labeled \ NG ¥ 2 ;
size markers\"\.e- > < 5 Paper towels
s : &7 6 B Sponge
& g B & ; B Y4
Electrophoresis - / f - / |
Gel i :
Filter in i \.\
Expose *Seal-a-Meal” a D
X-ray film Probe hybridized bag solution N
to filter /;,{ to complementary
p// sequence
R o Gel
— ’\
Remove Hybridize with unique : DNA
Autoradiogram unbound 32p-Jabeled transferred
probe nucleic acid probe to filter
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Southern Blot

Membran, agaroz jelin kopyasidir ve kolon veya plak
hibridizasyonlar icin daha once aciklandigr gibi
hibritlesmede kullanilir.

RNA or DNA Solution passes through
gel and filter to paper towels

32pP-labeled \\x‘“:» Migration
size markers\

Paper towels

Electrophoresis

Gel’
Filter in

Expose *Seal-a-Meal* Salt N\
x-rﬁf film Probe hybridized bag solution Nltroz‘et'g?lose
to filter /fl to complementary
//J,."’j sequence

Lrrenned
N

Remove Hybridize with unique " DNA
Autoradiogram unbound 32pP-labeled transferred
probe nucleic acid probe to filter
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Southern Blot

Eger bir prob membran Uzerindeki fragmentlerle
hibritlestirilirse, bu bolgeler fotografik filmle tespit edilebilir.

RNA or DNA Solution passes through
gel and filter to paper towels

32pP-labeled \\x‘“:» Migration
size markers\

Paper towels

Electrophoresis

Gel’
Filter in

Expose *Seal-a-Meal* Salt T
x_ral:;o fim Probe hybridized bag solution Nltro;;'?leln:lose
to filter /?/ to complementary 2
A sequence

Lrrenned
N

Remove Hybridize with unique " DNA

Autoradiogram unbound 32pP-labeled transferred
probe nucleic acid probe to filter
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Southern Blot

Southern Blotlama yaygin olarak jel Uzerindeki bircok DNA
bandindan spesifik bir gen fragmentini belirlemek icin
kullanilir.

Southern blotlama geleneksel bir yontem olmasina
ragmen; verimliligi, hassasiyeti ve tekrarlanabilirligi bUyuk
dlcude gelistiriimistir.
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RNA or DNA Solution passes through

R gel and filter to paper towels
N <. Migration
32P-labeled \ > > R
size markers_\’_ 2 e _ il \A Paper towgls -

= % 7 P ¥ 3
- o i [ By
- g e (.'--.LVQ -
Gel”
Filter in Salt '
Expose *Seal-a-Meal* @ * -
7 ;;oﬁlm Probe hybridized st solution Nltro?lqtallulose
to filter to complementary ot
: sequence
= 7 Ge.\ & Filter
= um?': """"-i'_‘.’.'.'.x.: e
Remove Hybridize with unique DNA
Autoradiogram unbound 32p-labeled transferred
probe nucleic acid probe to filter
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RFLP (Restriksiyon fragment uzunluk

Dolimorfizmi

Southern blot hibridizasyon, organizmalar arasindaki veya
DNA bdlgeleriicindeki bantlasma sekillerindeki farkliliklar
tespit etmek icin kullanilir,

Restriksiyon fragment uzunluk polimorfizmi (RFLP) denilen
DNA restriksiyon fragment uzunluk farkliliklari, bireysel DNA
parmak izi olusturmak icin kullanilimaktadir.

DNA parmak izi, adli fip andlizlerinde guclu bir aractir.
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DNA parmak izi

Bireyler DNA parmak izleri ile belirlenebillir.

Prof. Dr. Bektas TEPE

DNA parmak iziyle, akrabalik anlasmazliklar cdzolebilir.

Baska bir onemli uygulama ise tibbi teshislerdir.

Burada RFLP farkliliklar, kalitsal hastalik tespit etmek icin
kullaniimaktadir.
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DNA parmak izi

Bazi bozuk genler, tek nGkleotidden dolayl normal
benzerlerinden farklidrr.

EQer mutasyon restriksiyon enzimi kesim bdlgesindeyse,
enzim DNA'ylI kesemeyebilir.

Dolayisiyla farkh bir DNA bant deseni olusur.

Desenlerin karsilastinimasi, bir birey icindeki, normal ve
varyant genleri belilemek icin fibbi klinisyenlere dnemli
ipuclar saglar.
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Northern Blot

Northern blotlama olarak adlandirilan be benzer
yontemde, hedef molekUl RNA'drr.
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DNA fransferine benzer sekilde, DNA yverine RNA jelden bir
membrana transfer edilir.

Problar DNA'dr.
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Northern Blot

Northern blot hibridizasyonu, transkribe olmus RNA'larin
boyutunu belirlemek icin kullanilr.

Bu nedenle, bu ydntem spesifik genlerin ekspresyonunun
calisiimasticin kullanishdir.
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Sample
J/RHA Extraction
-
Labeled —p _, “:'
A e probes T
\l/EIectrophoresis

RHA separated by size
_ Visualization of
Horthern blotting labeled RNA on X-ray
(transfer of RNA to X film
membrane) \ -
/ — |
Membrane hybridized

RHA fixed to with labeled probes
membrane with UV

or heat
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Polimeraz zincir reaksiyonu (PCR)

1985'te kutuphane olusturmadan ve tarama yapmadan,
arastincinin hizla spesifik DNA bdlgesini izole edebilecedi

bir ydntem gelistiriimistir.

Polimeraz zincir reaksiyonu olarak adlandirilan bu metotla
test tUpU UcUnde spesifik DNA bdlgesini cogaltmak icin
DNA replikasyon bilesenleri kullanilir.
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Polimeraz zincir reaksiyonu (PCR)

PCR, bilim insanlarnna hibridizasyonu kullonmadan spesifik
DNA parcalarini secici olarak cogaltma imkani verir.
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Herhangi bir DNA dizisi, bir organizmmadaki total DNA'dan
izole edilebillir.

Ancak, genel olarak amplifiye edilecek DNA'nin yan
bdlgelerinin (primerlerinin) dizisi bilinmelidir.

Boylece amflikasyonda kullanilan primerler sentezlenebilir.
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Polimeraz zincir reaksiyonu (PCR)

Primerler, DNA polimeraz ve test 10pU icinde verilen dort
deoksiribonukleoftidin tUmU kullanilarak (dATP, dGTP,
dCTP, dTTP) primerler arasindaki DNA cogaltilir.

Her bir amflikasyon déngUsinde (bu replikasyondur),
kalip DNA yuksek sicakliklarda denature edilir.

Sicakhgin dusurdlmesivle primerlerin baglanmasi saglanir
ve DNA polimeraz primerlerden DNA'yI uzatir.
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Polimeraz zincir reaksiyonu (PCR)

Denature DNA

ANAVA

Extend Primers

I
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Polimeraz zincir reaksiyonu (PCR)

Tekrarlanan denaturasyon
donguleri, primer baglanmasi ve
DNA amplifikasyonu ussel DNA
sentezi ile sonuclanr.

Bu islem, sicakligi ve zamani
otomatik olarak ayarlayan bir
cihaz olan termal déngu cihazi
kullanilarak yapillir.
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Polimeraz zincir reaksiyonu (PCR)

Bu islem icin kullanilan DNA polimeraz (Tag polimeraz),
sicak su kaynaklarda yasayan termofilik bir bakteri olan
Thermus aquaticus’dan izole edilir.

Polimeraz zincir reaksiyonundan Uretilen Urunler, agaroz
lel elektroforeziyle analiz edilir.

PCR, toplam DNA’'dan bir kUtUphanenin taranmasi
gerekmeksizin, belirli bir gen bdlgesinin hizla izole
edilmesini saglar.
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PCR'nin kullanim amacliar

Spesifik dizileri hizla izole etmek icin

Tibbi teshiste spesifik genetik lokuslarn belilemek icin

Genetik iliskileri belirlemek veya adli konularda kimlik
tespiti icin

DNA'yI hizli bir sekilde dizilemek icin
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DNA dizileme

BugUn, laboratuvarlar rutin olarak DNA'daki
deoksiribonukleotid dizilerinin sirasi belirlenebilmektedir.

1I44I:I 1|52I:I 1II5IIII:I 1II58I:I

TTGTTATCCGCE TCACAATTCCACHCHRAC
126 134 144
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DNA dizileme ve genom projeleri

insan Genom Projesi, fare genom projesi ve pirinc genom
projesi gibi bUyUk genom projeleri sayesinde;
O Genomlarin evrimi,

O Genlerin yerlesimi,

O DuUzenleyici elemanlar ve baska diziler,

O Mutasyonlarnn varligi sonucu ortaya cikan genetik hastaliklar
hakkinda bilgi edinilebilmektedir.
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Gen dizileme ve bilgisayar teknolojisi

slevi bilinmeyen DNA dizileri ve homolog proteinler icin
hizlica veri tabanlarini arastrmak (6rn; EMBI ve GenBank),

Protein dizilerini tahmin etmek ve

Kodlayici dizileri bulmak icin

rutin bir sekilde bilgisayarlar kullaniimaktadir.
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Sanger dizileme metodu

@ Reaction mixture
* Primer and DNA template » DNA polymerase
» ddNTPs with flourochromes » dNTPs (dATP, dCTP, dGTP, and dTTP)

Primer

5 T

3.IIIIIIIIIIIIIIIII|51

Template
ddNTPs

ddTTP -@
ddCTP -@
ddATP -@
ddGTP -@

@ Primer elongation
and chain termination

B

T o o B e

5 T T T T S

Str o Tere 3
5|||||||||||||,3’

L e o e o e

o o B e e )

ko e B B B N N N B e
slllllllllllllllll’al_J

0o o o N
i I 1 </\T N
HO—F—0—F—0—p—0._ -
OH OH OH | O N
OH
Desadenosine iphosphae
NH,
o o o N
o0 ] N
HO—P—0—P—0—P—0. p

bi v w :o oW

Dieayacenosing rpnospals

@ Capillary gel electrophoresis
separation of DNA fragments

Capillary gel

@ Laser detection of flourochromes
and computational sequence analysis

Chromatograph
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Protein calismalar

Protein calismalar, rekombinant DNA teknolojisinin Snemli
bir bilesenidir.

Proteinler, miktan ve dizisi arastinlan bilimsel molekullerdir.

Proteinin yapisi deqistiriimeden dnce bu proteinin yapisi
ve fonksiyonu aciga kavusturulmalidir.

Onemli aminoasitlerin ve bunlarin modifikasyonu sonucu
olusacak etkinin (drnegin protein stabilitesi ve aktivitesi)
belirlenmesi gerekir.
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Protein elektroforezi

Elektroforez, proteinleri boyut ve net yUklerine gore
ayirmak icin kullanilir,

Proteinler, tek ya da iki boyutlu poliakriiamid jel
elektroforezi ile ayrlrr.

Poliakrilamid, agarozdan daha yUksek ¢bzonurlige
sahipfir.
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Protein elektroforezi

Boya ile etiketlenmis
proteinler, tek boyutlu jelde
radyoakiif etiketleme ya da
otoradyografi ile
goruntulendiginde bantlar
verir.

B ITI TITW\)
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Protein muhendisligi

Protein muhendisligi
spesifik proteinlerin
gelistiriimesi icin
arastirmacilara heyecan
verici bir alan sunar.
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Protein muhendisligi

Proteinin aminoasit dizisi degistirilerek, proteinin yapist,
spesifik yollarda islevi artinlacak sekilde degistirilebilir.
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Protein yapi degisiklikleri

Artinimis stabilite (degradasyon, pH degisimi, sicaklik,
oksidasyon ve kontaminasyona karsi direnclilik gibi)

Artinlmis enzim aktivitesi (degistiriimis substrat spesifitesi ya
da daha ekstrem kosullarda enzim aktivitesi)
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Protein yapi degisiklikleri

Proteinlerin ozellikleri, belli aminoasitlerin degistiriimesi ile
modifiye edilir.

Cesitli yontemler, DNA'daki bazi nukleotidleri degdistirerek
proteinin aminogasit dizisini degistirir.
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Protein dizileme:

Edman degradasyon yontemi

Bir proteinin dogrusal amino asit dizisi, Edman
degradasyon adi verilen bir ydntemle belirlenebilir.

Bu yontemde, polipeptid zincirinin amino terminal
ucunda bulunan amino asitlerin her seferinde bir tanesi
kimyasal olarak uzaklastinlarak karakterize edilir.
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Protein dizileme:

Edman degradasyon yontemi

EDMAN DEGRADATION

Ala Gly Phe Asp Asn

* labeling amino-teminal residue

{> Ala Gly Phe Asp Asn

l removing the 1st residue

SN
[}— Ala Gly Phe Asp Asn

l lableing the 2nd residue

[> Gly Phe Asp Asn

l removing the 2nd residue

D——Gly Phe —— Asp—— Asn
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Protein dizileme:

Kutle spekirometresi

Yakin zamanlarda son teknoloji UrunU olan kutle
spekirometresi yontemi, daha duyarli bir ydntem olarak
kullaniimaktadir.

Edman degradasyon ydnteminde proteinden 10 pikomol
gerekirken, kutle spekirofotometresinde pikomolden
daha az materyal yeterlidir.
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DNA mikroarray teknolojisi

Bakteri, mantar, meyve sinedi, fareler, bitkiler ve insanlar gibi
cesitl organizmalardan elde edilen dizilerin sayisi, hizli
dizileme yontemleri ile artmaktadir.

Dizilemede fonksiyonel analizler icin yeni ve guclu yontemler
artik bir ihtiyac haline gelmistir.

RT-PCR (revers transkriptaz-PCR) ve Nothern blot gibi eski tek
gen yontemleri bir cesit PCR versiyonlandir.

Bunlar ifade edilmis RNA'lann saptanmasina olanak saglar.

Ama hassas ve verimli deqillerdir.
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DNA mikroarray teknolojisi

DNA mikroarray gelismekte olan bir teknolojidir.

Tek deneyde 1Um genomun andlizini saglar.

Ornegdin, tek hicreli maya DNA mikroarray’i (genomda
yaklasik olarak 6200 gen bulunur) yaklasik olarak 6200
Southern blota esittir.
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DNA mikroarray ile gen akfivitesi

ekspresyon) analiz edilebilir

Arastirmacilarin, ozellikle hUcre, doku ya da organlardaki
aktif olan genleri belilemesi mUimkUun hale gelmistir.

Arastirmacilarin, fizyolojik veya biyokimyasal surec
dedisiklikleri (orn; yuksek ve dusUk 1sik kosullarinda
fotosentez) ile gen ekspresyon dedisikliklerini
iliskilendirmesi mumkun hale gelmistir.
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DNA mikroarray ile gen akfivitesi

ekspresyon) analiz edilebilir

Organizmalarda, erken gelisim evreleri boyunca ifade
edilen genlerin arastinimasini saglar.

Normal ve hastalikl hUcrelerin gen ekspresyonu
karsilastirmak icin kullanilabilir (6rnegin kanser).

Gen ekspresiyon modelleri Uzerine cesitli terapdtik
ilaclann etkisi degerlendirilebilir.
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DNA mikroarray ile DNA'daki

deaqisiklikler izlenebilir

Kanser hucrelerinin DNA'sinda meydana gelen degisimler
izlenebillir.

Tek nUkleotid polimorfizmleri, mikroarrayler kullanilarak
tespit edilebilir.

Spesifik bir gende dizi varyasyonlarinin tespit edilimesine
izin verir.
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Mikroarray ile transkripsiyon

iIncelenebillir

Mikroarray in vivo gen ifadesini (tfranskripsiyon) incelemek
icin kullanilabilir.

/aman icinde herhangi bir noktada transkribe edilmis
genlere franskriptom denir.

Bilinen DNA dizileri sirall bir sekilde mikroarray plagdinin
kuyucuklarnna yerlestirilir ve prob olarak kullanilir.

Daha sonra farkl renklerde floresan boyalarla etiketlenmis
bilinmeyen DNA ya da cDNA (franskripsiyon UronuU
MRNA'dan) ile hibridize edilir.
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Hibridizasyonun meydana geldigi kuyucuklarda renk
olusumu gdbzlenecektir.

Mikroarray fabrikasyon Ornek hazirlama ve igaretleme

- s e .
XA "y, 'y
\ — 4

\ Mikroarray real:ij}
\ R
Rl

_ !
IZ L E Okuma ve veri analizi
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DNA cip teknolojisi

Bazen DNA, sabit, kucuk bir cip uzerindedir.

Cipler son derece hizl bir sekilde Uretilir ve hassas robotlar
cam bir slayt Uzerine binlerce DNA ornegini yukleyebilir.

Tek 6rneqin capl yaklasik 100 mikrometredir.
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DNA cip teknolojisi

Her bir spot, tek bir genin ya da oligonukleotidin tek zincirli
kopyalarina karsilik gelir.

Binlerce dizi birbirine cok yakin yerlestirilir.

Bir organizma, organ veya dokuda ifade edilen 10
genlerin taranmasini saglar.
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Ornek DNA cipleri

Arastirma ve teshis amacli ticari olarak bulunan ciplere
asagidaki ornekler verilebillir:

O HIV gen cipi,
O Meme kanseri BRCA-1 gen cipi ve
O pS3 gen cipi
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DNA cip teknolojisi

Siralanmis mikroarrayler, daha sonra floresan etiketli
bilinmeyen DNA dizi solusyonu ile hibridize edilir.

Hibridizasyon Urunleri, mikroarray Uzerinde spesifik bir
desen verir.

Bu desenler analiz edilebilir ya da diger desenlerle
karsilastirnlabilir.
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DNA cip teknolojisi

Yuksek ¢6z0NUrlUklU [azer tarayicl, substrat yuzeyindeki bu
floresan isimalari (hibridizasyonun oldugu yerlerde) tespit
eder.

Dijital goruntuleme yazilimi ile her bir hibridizasyon deseni
kalitatif ve kantitatif olarak analiz edilir.
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DNA mikroarray analizinin adimlar

DNA microarray making Hybridisation Results delivery

Microscope glass shides
coated with polylysine

Scanning (lecture)
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Spotting (deposit) | Results analysis

Stéphare Le Crom EXE 2003
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Protein cipler

Ayni mikroarray teknolojisi, protein ciplerinin Uretiminde
de kullanilir.

Binlerce protein sirall bir sekilde cip Uzerine baglanabilir.

Bu cipler protein-protein etkilesim aginda kullanilir.

155



Kaynak: Biotechnology (An Introduction) -
Susan S. BARNUM Prof. Dr. Bektas TEPE

Rekombinant DNA uygulamalar

Rekombinant DNA teknolojisi sadece biyokimyq,
molekUler ve hucre biyolojisi alanlarinda kullaniimayip,

ekoloji ve antropoloji arastirmalannda da devrim
yaratmistir.
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Rekombinant DNA uygulamalar

Rekombinant DNA uygulamalari, tarm ve tip gibi bircok
alanda kullanilir.

Ornegdin;

O Klonlanmis genlerin kodladigi proteinlerin analizi,
O Genetik bozukluklarin tamiri ve

O Transgenik bitkilerin Uretimi

rekombinant DNA ydntemleri ile gerceklestirilebilir,
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Heyecan vericl yeni uygulamalar

Cevresel kirliliklerin ve zehirli atiklann  uzaklastinimasi

Prof. Dr. Bektas TEPE

Tarmsal verimliligi artinlmasi

Yeni tibbi tedaviler vb.
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