REKOMBINANT DNA TELNOLOJISININ
TEMEL PRENSIPLERI




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

Klonlama

Bircok molekuUler genetik tekniginin kalbi gendir.

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

ligilenilen DNA'nin izolasyonu ve cogaltimasinda
kullanilan metotlardan biri genin tasiyiCi veya vekior
yardimiyla DNA icerisine yerlestiriimesi olan klonlamadrr.
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Klonlama

Farkl kaynaklardan alinan iki DNA birlestirildiginde sonu¢
rekombinant DNA molek0lodur.

Burada molekUl, baska bir konak icine (drnegin
Escherichia coli) tasinarak yeniden Uretilebilir.

HUcreler bdlundUklerinde kolonideki her hUcre yada klon
rekombinant DNA molekUlunden 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 dahalileri calismalarda bircok kopya elde etmek icin
konak hucrelerde cogaltilabilir,

O Onemli protein Urbnlerin elde edilmesi icin ilgili gen ifade
edilebilir,

O Herhangi bir gen ve onun ifadesi canl hucrede incelenebilir.
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DNA'NIN kesilmesi ve birlestiriimesi

Enzimlerin iki bUyuUk sinifl rekombinant DNA
hazirlanmasinda ve izolasyonunda énemli araclardrr.

O Restriksiyon endonukleaz
O DNA ligaz
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DNA'NIN kesilmesi ve birlestiriimesi

Restriksiyon endonuUkleazlar

makas gibi davranarak l pall_i'ndrome
DNA'yi spesifik bolgelerinden  GTAGAATTCATTCACGCA
keserler. CATCTTA{\GTAAGTGCGT
4

Restriksiyon endonukleaz restriction site x
DNA'daki seker fosfat
omurgayi her iki iplikten keser.

GTAG AATTCATTCACGCA

cATCTTAA ¥ GTAAGTGCGT
fragment 1 fragment 2
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DNA'NIN kesilmesi ve birlestiriimesi

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

Enzim, bir deoksiribonuUkleotidin fosfat agrubu ve komsu
deoksiribonUkleotidin seker grubu arasindaki kovalent
baglarin kinimasiyla DNA'yi cift ipliginden keser.
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DNA'NIN kesilmesi ve birlestiriimesi

Restriksiyon enzimler izole edildigi organizmanin ismi
kullanilarak adlandiriliriar.

Ornegin EcoRl, E. coli RY13'den izole edilmistir.

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

R nesil fipi icin, | bu tipin ilk enzimi icin kullanilir.
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DNA'NIN kesilmesi ve birlestiriimesi

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

KUt ucta; molekUlun her iki ipligi ayni yerden kesilmistir yani
uclar diz 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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produce blunt ends

and EcoRl produce “sticky” ends
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DNA'NIN kesilmesi ve birlestiriimesi

DNA ligaz enzimi, DNA
fragmentlerini, kUt ya da
yapiskan tamamlayici uclardan
birlestirebilir.

Ligaz farkl kdkenleri olan DNA'lar
arasinda bir ayrnm yapmaz.

Boylece iki DNA fragmenti
restriksiyon endonukleaz
tarafindan iki farkli organizmanin
kromozomlarindan kesilir ve DNA
ligaz tarafindan birlestirilir.

Plasmid
donor

Gene
donor

Isolation of
bacterial plasmid

R R

Plasmid opened
Isolated with restriction
Rgene enzyme

DNA ligase binds
ends together

Recombinant
DNA molecule

Transformation
of fresh :
bacterium /77 g - >

Transcription

Donor gene
mRNA Translation

Protein product
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DNA'NIN kesilmesi ve birlestiriimesi

Iki fragment artik tek bir DNA
molekull olmustur.

Isolation of
bacterial plasmid

Bu kes-yapistir teknigi rekombinant '2?;"":5?%‘::"
DNA molekulunu olusturur.

DNAlg ase binds
Bu daha sonra konak hUcreye \ A/

Recombinant
DNA molecule

aktarnlir, burada daha ileri
calismalar icin cogaltilr.

Bu sUrec, DNA klonlama olarak
Gdla ndlrlllr' Donor gene Transcription »@

mRNA Translation Protein product
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MOLECULE A MOLECULE B
57— G-G-A-T-C-C ——3" o= o-6-8-T-C-C—7°
3’ —— C-C-T-R-6-6——5° 3’—— C-C-T-R-6-6 ——5°

Digest each with same restriction
endonuclease, BamHI
—0 Sticky ends ——————pp. O-A-T-C-C ——
] H"‘ ky .
——C-C-T-A-6 * | <
Mix
e E-A=T=C=C e
S Sealwith DNA ligase ()
—C-C-T-A-G6 —

S Recombinant DNA
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Restriksiyon fragmentlerinin ayrlmasi

ve DNA'nin goruntulenmesi

Restriksiyon enzim kesimini ve
diger manipulasyonlarin
sonuclarnni dogrudan gormek
mumkundur.

Agaroz jel elekiroforezi, DNA
fragmentlerini bUyUklUgUne ve
boyama sonrasi gorunurlUgune
gore ayirmak icin kullanilan bir
teknikfir.
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Agaroz jel elekiroforezi

Jelatinli agar; saflastinimis agar
tozu ve tampondan olusan bir

Prof. Dr. Bektas TEPE

karisimdirr.

Kaynatilir ve bir kalip icine
dokulur, levha halinde katilastr.

Bir disli tarak, agaroz eriyigine,

kuyu sekillerini olusturmak icin - p———— oy r—-r

takilrr. J_

Agaroz katilasinca kuyulara

ornekler yuklenir.
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Agaroz jel elekiroforezi

Agaroz levha bir tampon
cOzeltisine daldinlir ve
levhanin karsit uclarindaki e
elektrotlara uygulanan nfoge
elektrik akimi jel ve tfampon
icinde bir elektrik alani

Plastic gel box

Electric field and

O I U $ T U rU r. Direction of migration

Negative (-) Electrode Positive (+) Electrode

CUnNkU seker-fosfat omurgasi
negatif yuklodur, DNA
fragmentleri pozitif elektroda
dogru goc ederler.
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Agaroz jel elekiroforezi

Agaroz molekUlleri arasindaki
gdzenekler bir elek gibi
davranarak boyutuna goére
molekUlleri ayirr.

BUyUk molekuller kbcUk
molekuUllerden daha yavas
hareket ederler.
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Jeldeki DNA'nin goruntulenmesi

DNA,C}eI icinde ek basina gordnor
degildir.

Genellikle bantlarn gorinur hale
getirmek icin etidyum bromid
eklenir.

Ancak bircok arastirma
laboratuvarinda etidyum bromid
siklikla kullaniimaktadir.

CUNkU cok duyarlidir ve DNA'nIN
cok kU¢cUk miktarlarda bile fark
edilmesini saglar.
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Marker'ler lle karsllastirma

3 different restriction

DNA parcalarinin, jeldeki uzunluklari enzyme digests of B
bilinen DNA'lara gore jel Uzerindeki plasmid DTA g
konumlarinin karsilastinimasi ile well

uzunluklar tespit edilebilir.

Bu nedenle agaroz jel elektroforez,
restriksiyon fragmenti uzunluklarini
belirlemede oldukca yararlidrr.

DNA migration
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DNA klonlama

Gen klonlaoma bircok basamak gerektirir.

Her bir basamakta, asasidaki sartlara bagl olarak
degisebilen spesifik metadoloijiler kullanilir:

O Kullanilan DNA cesidi,
O Konak hUcre tipi (bakteri, bitki vb)
O DNA klonlarnnin nihai hedefi

20
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Vektor secimi

Genden UrUn elde etmek isteniyorsa (Ornegin; insulin ya
da buyUme hormonu gibi), genin taslyici hucrede
salgilanmasina olanak saglayan bir vektor kullanir.

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

21
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Gen klonlama basamaklari

DNA izolasyonu

DNA'nin vektor icine yerlestirimesi
Rekombinant DNA'nin konak hUcreye transformasyonu
Rekombinant DNA'yi barndiran konak hucrelerin secimi

Uygun protein Urunu Ureten hucreleri goruntileme

22
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Foreign DNA

gene for | .
antibiotic — Plasmid § EcoRI
resistance EcoRI1
l EcoRI l EcoRI1
m - Sticky ends \
Hybridization
+ DINA ligase
Recombinant
DNA
DINA insertion
Bactena Bacterial Bactena platted on medium
cell C@chomosome + antibiotic !
|_4l.._...

Only bactena containing
recombinant DINA grow
Culture ;
DINA
purification
——

ofo

Cloning into a plasmid
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Klonlama vekiorunun ozellikleri

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

Saflastirma sirasinda bozulmaya ugramadan izole
edilebilecek kadar kucuk olmalidrr.

Bircok 6zgun restriksiyon bdlgesine sahip olmalidrr, bdylece
valnizca 6zgun olan bolgeden kesilecektir.

Klonlama aracinin hucre icine transfer olup olmadigin
belirlemek ve yabanci DNA'nin vektdr icine alinip
alinmadigini gostermek icin secilebilir markerlara sahip olmasi
gerekir.

24
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Bakteriyel vektorler

Klonlama vektorlerinin buyuk cosunlugu E. coli icin
gelistiriimistir,

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

25
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Plazmitler

Plazmitler, ekstra kromozomal, cift iplikli, dairesel DNA
molekuUlleridirler ve bakterilerde barnirlar.

Genellikle hUcre icinde coklu kopyalar halinde bulunurlar.

Plazmitler cesitli fonksiyonlara sahipfir.

26
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Plazmitlerin fonksiyonlar

Antibiyotiklere ve bakteriyosinlere direnc icin cesitli
maddeler kodlarlar.

Piament Uretimi, cesitli bilesiklerin parcalanmasi ve azot

fiksasyonu gibi fizyolojik fonksiyonlar gerceklestfirirler.

Toksin Ureten virOlans plazmidler, endotoksinleri ve
hemolizinleri kodlar.

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

27
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Plazmitlerin ozellikleri

Plazmitler kO¢cuUk 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 molekulunu 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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PBR322 naslil elde ediimistire

PBR322, dogal olarak bulunan U¢ plazmidin ¢esitli
bolgelerinin birlesiminden elde edilmistir:

O Pazmid R1'den amfisilin direnc geni
O pSC101'den tetrasiklin direnc geni

O pMB1'den replikasyon baslama bdlgesi

31
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PBR322 plazmidinin tercih edilme

nedenleri

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

O Molekul kUcuktur, sadece 4363 baz ciftine sahiptir ve
kolaylikla izole edilebilir. Dolayisiyla bu vektdr, 5-10 kb'a varan
DNA barindirabilir.

O pBR322 bircok 6zgUn restriksiyon bdlgesine sahiptir.

32
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Insersiyonal inaktivasyon

rekombinantlarin se

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

ligilenilen DNA fragmanin icine antibiyotik direng
genlerinden biri sokularak gen inakfivasyonu
gerceklestirilir.

33



Kaynak: Biotechnology (An Introduction) -
Susan S. BARNUM

Insersiyonal inaktivasyon

rekombinantlarin se

icillin § trocyeline
C)Au'z“sb-'?;gsﬂe -‘I;feﬁ ¥ I—a:lnce
o pBR322 Ctes
4.4kb
Osy;

Recompinent \ Rel -'ao.ted
Veeton

8
B~ BamHI

amper®
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Insersiyonal inaktivasyon

rekombinantlarin se

Eger tetrasiklin geni icine yabanci DNA sokulmussa, boyle
bir plazmidi iceren bakteriler tetrasikline duyarl
olacaklardrr,

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

Artik kolaylikla anfibiyoftik direnci icin hucreler
goruntllenebilecektir.

Insersivondl inaktivasyon, vektérin, hedef DNA'yi icerip
icermedigini belirlemek icin guclU bir yoldur.
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Gen transterinde ortaya cikacak

olasiliklar

Gen fransferi sirasinda asagidaki olasiliklar ortaya ¢ikabilir:
O Bakteri, rekombinant vekiort almis olabilir,

O Bakteri, rekombinant vekiéro almamis olabilir

O Vektdr hucreye girmemis olabilir.
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Bir baska plazmit: pUC

PBR322'ye gore daha yaygin olarak kullanilan kUcuk
plazmidlerdir.

Bu kUcUk vektdrler coklu restriksiyon bdlgeleri icerirler.

Plazmidin secimi icin amfisilin direnc geni icerirler.

SHTHLET

puC8:15
5086 bp
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pUC plazmidinde rekombinantlarin

188]

Bu vektor lacZ genini kodlamaktadir.

Ezer lac’Z’ bdlgesi, yabanci DNA tarafindan kesintiye
ugramazsa amino uc kismindaki 8 -galaktosidaz
polipeptidi (lacZ) sentezlenir.

esnlarwe
.
Chuter of urique
UCH TOAETICTIGN SEaL
| Hadl
17 - A

A T
[

M. A
i
mal
czRl

. MHndl
|
Xmal

NS pwe ‘f
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pUC plazmidinde rekombinantlarin

188]

HOcrede B -galaktosidaz normal olarak galaktozun,
laktoz ile glukoza hidrolizini katalizler.

Kodlama yapmayan lacZ plazmidi, enzimatik olarak aktif
B - galaktozidaz Uretemeyecektir.

Arreic
esnlarwe
.
Chuter of urique
UCH TOAETICTIGN SEaL
| Hadl
17k - =

lecombirare
b |- Y SUCH
~ |- Sat, Acdl, Ml
| Barril
, S FSmal Mmal
s g N} EcsRl
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pUC plazmidinde rekombinantlarin

secimi

Ureme ortamina eklenen kromojenik laktoz analogu olan
X- gal (5-bromo-4-kloro-3-indoil- 8 -D-galaktopiranozid),
B -galaktozidaz tarafindan parcalandiginda mavi renk
olusturur.

LacZ geni, bir yabanci DNA'nin yerlestiriimesi ile kesintiye
ugradiginda, koloniler ortamda beyaz gorunur.

O Agan t X-gel + IP16,
Non |
e *— Blue O_olon‘t i&e Combmwnl'b
R M White coleny ( Recambinant)
0
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!
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Bakteriyofajlar / Lambda fqji

itlk dONngU

Bakterileri enfekte eden virUslere bakteriyofaj adi verilir.

Viral DNA, klonlama vektoru olarak kullanilmak Uzere
tasarlanabilir.

Litik dOngude, faj olusumu sonrasi konak hicre lizise ugrar,
virds soylari serbest kalr.

Litik fajlar, ilgilenilen DNA'yI cogaltmak ve klon
olusturmak icin kullanr.
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Bakteriyofajlar / Lambda fqji

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

lizogenik dongu

Lizojenik ddngude, bakteriyofa] genomu, konak
hucredekine enteare olur.

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

Bu yol, gen terapisinde, hayvan virUslerine yerlestiriimis
terapotik genleri genom icine entegre etmek icin
kullanilir.
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Kozmid'ler !l

EcoRl
BamHI I,‘ Clal
Plazmid ve bakteriyofaj gibi EcoRl | || Hindil
vektdrlerin en dnemli Ampicilin L
resistance ol

dezavantgjl, nispeten kUcUk gene
bir DNA parcasini
tasiyabiliyor olmalarndirr.

— (0§ gene

Daha bUyUk DNA
fragmanlari, fa] DNA'sI ve
plazmitlerin hibritleri olan Origin of —{
kozmid'ler kullanilarak replication
klonlanabilir.
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Kozmid'ler !l

Kosmid vektdr, bakteriyofajlarda oldugu gibi, protein bir
kilif icerisine paketlenir.

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 calismalarinda diger organizmalarin
kullaniimaya baslanmasi, farkl tipteki klonlama
vektorlerini gerektirmistir.

Klonlama vektorleri;

O Maya ve diger mantarlar,
O Bitkiler,

O Bocekler,

O Balklar,

O Memelilericin
de kullanilabilir.
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Maya yapay kromozomlar (YACs)

Maya yapay kromozomlarn (YACs) dkaryotik molekUler
calismalar icin 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)

YACs, buyuk DNA parcalarinin klonlanmasi icin kullanishdrr.

Calisilan bircok hayvan geni 200 kb veya daha fazla
bUyUklUktedir.

Bu boyutlar, cok buyUk parcalarini barindiran klonlama
vektorlerini gerekfirir.
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Maya yapay kromozomlar (YACs)

Bircok vektor, oldukca kucUk DNA parcalarini barindirr.

YAC vektdrleri, 200-1500 kb arasindaki parcalart tasiyabilir.

YAC kUtUphaneleri, insan genomu gibi bUyUk genomilar
icin oldukca kullanishidir.

Bu vektorler, arastirmacilarin, genomun spesifik bdlgelerini
izole etmelerini ve dizilemelerini saglar.
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Bakteriyel yapay kromozomlar (BACs)

Bakteri yapay kromozomlar (BACs) sentetik vektorlerdir.

Genis capli DNA klonlama sistemlerinde, buyuk
agenomlarin dizileme projeleri icin kullanilirlar.

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

Bakteriyofaj ve kosmid vektorlerinin aksine, hichbir
paketleme sinirlamasi yoktur, rekombinant vekior
elektroporasyon ile hucre icine verilir.

52



Kaynak: Biotechnology (An Infroduction) -

Susan S. BARNUM Prof. Dr. Bektas TEPE

CmR
plasmid

cloning sites .
- restriction

-
endonuclease

large foreign DINA fragment
origin

BAC vector

DNA hgase

" i

L

Recombinant BAC

Figwre: B ACs as a cloning vector

electroporation

selection of chloramphenicol-
resistant cells

/ \__H”‘\\
< = — . Agar containing chloramphenicol

SN
—— .
Colonies with recombinant BACs are white

53



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

Bakteriyel yapay kromozomlar (BACs)

BAC konlama sistemi, YACs'den daha kararlidrr.

Bu tip vektorler;

O Kompleks genomlarnn buyuk bir kisminin ve
O Genomik bolgelerin fiziksel haritalarnin
yapiminin icin kullanishdirr.
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Bitki klonlama vektorleri

Bitkilere bircok amacla DNA klonlanmaktadir:
O Pestisit ve herbisitlere karsi direnc olusturmak
O UrOn verimini, saflik derecesini ve kalitesini arfirmak

O Yeni sus bitkileri gelistirmek
O Bircok meyve ve sebzenin raf Smrunu artirmak
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Bitki klonlama vektorleri

Bitki hUcrelerine verimli bir sekilde DNA aktarmini saglayan
bircok klonlama vektdru olusturulmustur.

En sik kullanilan bitki virUsleri,
O TUtOn mozaik virisu(TMV) ve

O Agrobacterium tumefaciens adli toprak bakterisinin Ti (tUMOor
indukleyen) plazmididir.
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Ti plazmidi

A. tumefaciens, dikotil bitkilerin bircok turinde, bitki uru
olusumunu indukleyen bir toprak mikroorganizmasidir.

Bu bakteri bitkilerde doku yaralarnna neden olur.

Bunun sonucunda bitki hucreleri hizla cogalarak
enfeksiyon bdlgesinde tUmor olusumu gerceklestr.

g
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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.

Bu genlerden bazilari, bakteri hUcrelerinin buyUmesi icin
besin olarak kullanilan ve opinler denilen, alisimadik
bilesenlerin sentezini saglarlar.

BOylece A. fumefaciens, kendi kullanimi icin bitki konak
hUcresi icinde franskripsiyon ve translasyonu yonetir.
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Biyoteknolojik Ti plazmitlert modifiye

edilmistir 1!

Ti plazmitinin bu ozelligi, bazi bitkilerde onu eikili bir
klonlama vektdrU haline getirmistir.

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

Biyoteknolojik kullanim icin tasarlanmis Ti plazmitler,
kanser olusumuna yol acan genler cikarilarak modifiye
edilmislerdir.
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Bir bitkinin bUtUN hUcrelerine yabanci

DNA aktarmak ¢¢¢

Bilim adamlarinin karsi karsiya kaldiklarn sorunlardan bir,
bir bitkinin butin hucrelerine yabanci DNA'NIN
aktanimasinda 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 ftomurcuklarini
rekombinant A. tumefaciens iceren bir cozelti icinde
Islatarak, embriyo hicrelerine yabanci DNA'yI transfer
etmexkitir.

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

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

VirUs, sinirl sayida memeli hucresini enfekte edebilrr.

Sinirl bOyUklokte yabanci DNA parcasini tasiyabilir.
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Memell hucre vekiorleri: SV40

Eklenen yabanci DNA icin ver saglamak amaciyla, bazi
genler 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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Retfrovirusler

Memeli hUcrelerine gen aktarmi icin kullanilan diger
virusler, retrovirusler ve adenoviruslerdir.

RetrovirUsler tek iplikli RNA virusleridir, insan da dahil olmak
Uzere bircok hayvan hucresine gen aktarimi icin umut
vaat etmektedirler.

Viral genom, cift iplikli RNA molekUlU icerir.
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Retfrovirusler

Virus, cift iplikli DNA molekulu yapmak icin, revers
transkriptaz enzimini kullanrr.

Tasidigl genleri, konak hUcre kromozomlarinin 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 dUsUktdr, bu 6zellik, adenovirlsy,
gen terapisi icin istenen vekior yapar.

RetrovirUsten farkl olarak, adenovirUs, bolunen hucreleri
enfekie etmek zorunda desildir.
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Okaryotik proteinlerin sentezi daha

kompleks sartlar gerektirir 11

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

Genellikle 6karyotik gen UrUnlerinin zorunlu modifikasyonlari
olan,

Posttranslasyonal bolUnme
Glikozilasyon

Amino asit modifikasyonlari
Fosforilasyon

Asetilasyon

Sulfasyon

Acilasyon

bakteri hucrelerinde mumkun degildir.
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Klonlanan genler infron ve ekzon

ermektedir!!!

Memeli proteinlerini kodlayan genler intfron ve ekzon
bolgelerinden olusmaktadrr.

Bu da, mRNA'nin olgunlastinimasi sirecinde, intronlarin
ayiklanmasini gerektirir (MRNA splicing).

Bircok hayvan proteini yalnizca dkaryotik hUcrelerde
Uretilebilmektedir.

CUnkU yalnizca bu hucreler, RNA ve protein isleme
yetenegine sahipfir.
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Terapotik degeri olan Urunlerin Uretimi

Terapatik degere sahip bircok dnemli farmasotik bilesen
bu yolla Uretilmistir.

Bunlarnn arasinda:

O Pihtlasma faktor proteinleri,
O Interferonlar,

O BUyume hormonu ve

O Eritropoetinler
bulunmaktadrr,
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HUcre fransformasyonu
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Gen transter yontemleri

Organizmalarin icine yeni DNA'yI sokmak ya da gen

klonlamak amaciyla konakcilar kullanmak icin gen
transfer ydntemleri gereklidir.

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

Baz bakteriler dogal olarak kompetenttir, yani
ekstrasellular DNA'yl alma yetenekleri vardir.

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

DNA'nin hUcreler icine transforme olmasi icin yeterlidir.

Ancak okaryotlar daha karmasik ydntemlere gereksinim
duyar.
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Mikroprojektil bombardimani

Biyolistik

Diger bir hUcre transformasyonu yontemi mikroprojektil
bombardimani ya da biyolistiktir.

Altin veya tungstenden yapilmis ¢cok kUcuk
mikroprojektiller DNA ile kaplanmistir ve hucrelerin ya da
dokulann icine bir parcacik tabancasindan yUksek hizda
atis yapllir.

HUOcre duvarn yikimak zorunda degildir cUnkU mermiler
hUcre icine nufuz eder.

Biyolistik, gen terapisi acisindan ¢cok Umit vericidir.
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Elektroporasyon

HUcre duvari icermeyen hucrelere siklikla uygulanir,

Kalsiyum fosfat solUsyonuyla hUcre yuzeyi uzerine DNA'NIN
tortulasmasi saglanarak hucre fransforme edilebilir.
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Mikroenjeksiyon

Cok hUcreli bir hayvanin tUm
hucrelerinin icine gen qirisi
mikroenjeksiyon denilen bir
baska yontem gerekdirir.

Bir hayvanin tUm hUcrelerinde

bir geni ifade etmek icin, yonl
transgenik bir organizma
olusturmak icin, dollenmis
yumurta ya da erken
embriyo, mikroenjeksiyon ile
transforme edilir.

Prof. Dr. Bektas TEPE

Cytoplasm

Host cell

Nucleus
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Mikroenjeksiyon

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

DNA hUcre icine aktarildiktan
sonra, transforme dollenmis
yumurta gelisiminin
tamamlanmasi icin bir
hayvan icine asilanir.

e Host cell

Cytoplasm

Nucleus
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DNA kutuphanesinin olusturulmasi ve

faranmasil

DNA kUtUphanesi; hucrenin butin genomunun DNA
parcalarni kapsayan koleksiyondur.

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

Vektorler, farkl organizmalarin genomlarindan izole
edilmis DNA fragmentlerinin kUtuphanesinin
olusturulmasinda kullanilr.
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DNA kutuphanesi olusturulmasinin
pbasamaklari

DNA , spesifik bir restriksiyon enzimi ile kesilir,

DNA fraagmentleri olusturulur.

Bu fragmentler vekidr moleklllerinin icine aktarilir ve
rekombinant molekdller olusturulur.

Rekombinant molekuUller konak hucreye aktarilr.

BUtUN DNA molekullerinin toplami kutuphaneyi olusturur.
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DNA kutUphanesinin olusturulmasi

Bilim insanlari;

O Genlerin organizasyonu ve duzenlenmesi hakkinda daha
fazla bilgi saglamak ve

O Cesitli organizmalann genomlarini haritalamak ve dizilemek
icin
kOtUphaneleri 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 organizmadaki tUm

genomu temsil eden DNA fragmanlarini icerir

" N R
N cut up with
| é? .) | m restriction 3
i | enzyme
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Bacterial | | g? (: — Recombinant 4,
clones " plasmids
. = Recombinant >Plhage
&= phage DNA clones
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{a\ Diacamid lilhvars i\ DlIhana lilhvravus
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Genomik kutuphane nasil olusturulure

Soya fasulyesi, genomik kitUphanenin nasil
olusturuldugunu gostermek icin drnek 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.

Bdylece vektor lineerlestirilir (dUzlemsel hale getirilir).
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Genomik kutuphane nasil olusturulure

Bu iki DNA (genomik DNA parcalar ve vektor) bir test
tUpunde karistinlir.

Rekombinant molekuUller olusturmak icin ortfama ligaz
eklenir.

Bu rekombinant DNA molekulleri konak hucreye aktarilrr.
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Genomik kutuphane nasil olusturulure

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

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

E. coli hucrelerinin lizis oldugu kolonilerde olusan plaklar,
soya genom parcalar tastyan rekombinant virGsler icerir.
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Genomik kutuphane nasil olusturulure

Genomun tUm DNA parcalarini iceren koloniler ya da
plak topluluklarn kutuphaneyi olusturur.

Ornegin; insan genomu 100.000'den fazla kozmit klondan
ya da yaklasik olarak 10.000 YAC klonlarindan
olusmaktadir.
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Genomik kutuphane nasil olusturulure

Soya genomik kUtuphanesi genellikle fragmentlere
PAlUNMmUs ve E. coli hucrelerine girmis tam bir soya
genomu icerir.

Vektor icine girmis DNA'nIn ortalama boyutundan ve
organizmanin genomunun boyutundan basit bir
hesaplama, arastirncilara tum genomun temsil edilmesi
icin kac tane kUtUphane klonunun gerektigini sdyler.
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cDNA kutuphaneleri daha avantagjlidir

Baz organizmalar ¢cok bUyUk genomlara sahiptir.

KUtuphane, dzellikle hayvan ya da bitkideki belirli bir gen
icin tfaranmak zorunda oldugunda, tfaranan klonlarin sayisi
cok fazla oldugundan kontrol edilemez.

Bu nedenle sadece belirli hucre tiplerinden eksprese olan
genleri iceren bir kUtUphane daha uygun olabilir.
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cDNA kUtuphaneleri

Bu kUtUphane, klonlanmis DNA miktarini bUyUk OlcUde
dUsurdr.

Her hUcre tam bir gen setine sahip olmasina ragmen
sadece spesifik bir gen seti eksprese olur ve digerleri sessiz
kalir.

89



Kaynak: Biotechnology (An Introduction) -
Susan S. BARNUM

Prof. Dr. Bektas TEPE

Soya cDNA kutuphanesi nasil

olusturulure

Yaprak hucrelerinden RNA izole
edilir.

cDNA sentezi ile DNA olusturmak

icin mMRNA kalip olarak kullanilr.

MRNA kaliptan cDNA'nin geriye
sentezini revers franskriptaz
katalizler.

5 A-A-A-A 3 mRNA
3TT-T-T5 Oligo(dT) primer

Incubate with reverse
transcriptase to synthesize
cDNA strand

mRNA
TIIITTTTITTITTIIT. cona
When cDNA strand is
completed, hydrolyze RNA

strand
Y

(”l”””””””””” cDNA
3

(3) Incubate with DNA
polymerase to
synthesize second DNA

¥ strand

cuts oop - LI o™ ==
cuts loop DNA

@ Incubate with terminal
transferase to add
single-stranded tails

Y

T
c-c-CC

Double-stranded cDNA
ready for insertion into
appropriate cloning vector

DAddison Waesley Longman, Inc
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Soya cDNA kutuphanesi nasil

olusturulure

5 A-A-A-A 3 mRNA
3TT-T-T5 Oligo(dT) primer

@ Incubate with reverse

DNA polimeraz ikinci DNA ipliginin transcriptase to synthesize
sentezinde kullanilrr. \ o
T cona
Clﬁ IDllkll cDNA elde edilir. (2) When cDNA strand is

completed, hydrolyze RNA
strand

cDNA, klonlama vektdrine aktarilrr. C[l]""""""'":"""""'"""""""'°°"‘

(3) Incubate with DNA

Rekombinant vektor bakteri icine poymersseto
girer. y sana

S$1 nuclease m Double-stranded
s cuts loop DNA
KUiUphane, soya yaprak

@ Incubate with terminal

hucrelerinden elde edilen translerase toadd
MRNA'larn cDNA'larindan olusur. Y cece
T
Lt Double-stranded cDNA

ready for insertion into
appropriate cloning vector
DAddison Waesley Longman, Inc
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Genomik ve cDNA kUtUphaneleri

arasindaki farklar

Cogu dkaryotik genler icindeki kodlanmayan intronlar
cDNA'ya dahil ediimez.

CUnkU mRNA, cDNA senteziicin izole edilimeden dnce
post transkripsiyonel modifikasyon gecirmistir.
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Genomik ve cDNA kUtUphaneleri

arasindaki farklar

Ustelik cDNA kUtUphaneleri: promotorlar, giclendiriciler
gibi genlere bitisik dUzenleyici yapilar icermezler.

Az sayida klonla kutuphane olusturulmasiyla tarama
asamalari 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 parcasi
iceren rekombinant klonlar, nukleik asit hibridizasyonu
olarak adlandinlan tarama yontemiyle saptanabilir.

Tarama icin spesifik bir DNA dizisi, uygun hedef dizi iceren
klonlar ya da plaklar belirleyen prob olarak kullantlr.
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KUtUphaneden ilgilenilen genin tespiti:

NuUkleik asit hibridizasyonu

Bakteri klonlan ya da plaklan petri kabindan nitroselUloz
ya da naylondan yapilmis zarlara transfer edilir.

Colonies
containing
gene of
Master plate () Master plate R,
= \ o/ Probe =
% B DNA \_,
< Suluti_or_1 o Radioactive 4 Gene of s
containing single-stranded interest
probe DNA I o
< ’o’ S~
‘ ol e Single-stranded Sl g Y
Fi - Sea > % DMA from ccll /x 5¢
iter — - - -
Filter lifted and _—
flipped over 23 2% s
Hyhbridization
on filter

A special filter paper is 9 The filter is treated to break eThe filter is laid under e After the developed film

pressed against the open the cells and denature photographic film, is flipped over, the

master plate, their DNA,; the resulting single- allowing any reference marks on the

transferring cells to stranded DNA molecules are radinactive areas to film and master plate are

the hottom side of the treated so that they stick to expose the film aligned to locate colonies

filter. the filter. (autoradiography). carrying the gene of interest,
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KUtUphaneden ilgilenilen genin tespiti:

NuUkleik asit hibridizasyonu

Membran, koloniler ya da plaklarnn Uzerine yerlestirilir,
koloniler ya da plaklarn zara gecmesi icin baski uygulanir
ve zar ceKilir.

Colonies
containing
gene of
Master plate () Master plate R,
= \ o/ Probe =
% B DNA \_,
< Suluti_or_1 o Radioactive 4 Gene of s
containing single-stranded interest
probe DNA I o
< ’o’ S~
‘ ol e Single-stranded Sl g Y
Fi - Sea > % DMA from ccll /x 5¢
iter — - - -
Filter lifted and _—
flipped over 23 2% s
Hyhbridization
on filter

A special filter paper is 9 The filter is treated to break eThe filter is laid under e After the developed film

pressed against the open the cells and denature photographic film, is flipped over, the

master plate, their DNA,; the resulting single- allowing any reference marks on the

transferring cells to stranded DNA molecules are radinactive areas to film and master plate are

the hottom side of the treated so that they stick to expose the film aligned to locate colonies

filter. the filter. (autoradiography). carrying the gene of interest,
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KUtUphaneden ilgilenilen genin tespiti:

NuUkleik asit hibridizasyonu

KUtuphanenin icinde ilgilenilen DNA'yi iceren bir ya da
birkac¢ koloni ya da plak olabilir.

Colonies
containing
gene of
Master plate Lo ) Master plate et
= \ o/ Probe =
s B DNA \
Solution Radioactive 4
> i o " — (Gene of >
containing single-stranded interest
probe DNA I o
< ’o’ S~
‘ o Swaq \ Single-stranded Sl g Y
Fi - Sea > % DMA from ccll /x 5¢
iter — - - -
Filter lifted and _—
flipped over 23 2% s
Hyhbridization
on filter
o A special filter paper is 9 The filter is treated to break eThe filter is laid under e After the developed film
pressed against the open the cells and denature photographic film, is flipped over, the
master plate, their DNA,; the resulting single- allowing any reference marks on the
transferring cells to stranded DNA molecules are radioactive areas to film and master plate are
the hottom side of the treated so that they stick to expose the film aligned to locate colonies
filter. the filter. (autoradiography). 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.

Colonies
containing
gene of
Master plate () Master plate R,
= \ o/ Probe =
s B DNA \
< Suluti_l:lr_] o Radioal:tive 4 Gene of s
containing single-stranded interest
probe DNA I o
< ’o’ S~
‘ e TN \ Single-stranded Sl g Y
Fi - Sea > % DMA from ccll /x 5¢
iter — - - -
Filter lifted and _—
flipped over 23 2% s
Hyhbridization
on filter
o A special filter paper is 9 The filter is treated to break eThe filter is laid under e After the developed film

pressed against the open the cells and denature photographic film, is flipped over, the

master plate, their DNA,; the resulting single- allowing any reference marks on the

transferring cells to stranded DNA molecules are radioactive areas to film and master plate are

the hottom side of the treated so that they stick to expose the film aligned to locate colonies

filter. the filter. (autoradiography). carrying the gene of interest,
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KUtUphaneden ilgilenilen genin tespiti:

NuUkleik asit hibridizasyonu

Bir hedef DNA ipligi probb DNA ipligine hidrojen bagiyla
baglanir ve hibrid DNA olusur.

Colonies
containing
gene of
interest
Master plate

xX %
= Sulutl_nr_] Radloal:tlve e —
containing single-stranded e o
probe DNA I .
. ) Fi o* e
‘ B e [T Single-stranded / LuE

Filter ——— -~ Sy > DNA from cell L
Filter lifted and - — e
>

flipped over

o A special filter paper is 9
pressed against the
master plate,
transferring cells to
the hottom side of the
filter.

Lo ) Master plate
\ o/ Probe =
B DNA \

Hyhbridization

on filter
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.

photographic film,
allowing any
radioactive areas to
expose the film
(autoradiography).

0 The filter is laid under

e After the developed film

is flipped aver, the

reference marks on the

film and master plate are
aligned to locate colonies
carrying the gene of interest,
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KUtUphaneden ilgilenilen genin tespiti:

NuUkleik asit hibridizasyonu

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

Hibridizasyondan sonra membran X-ray filmine maruz
birakilr.

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

Ekspresyon kUtUphaneleri, gen ekspresyonu icin gerekli
duUzenleyici elementler iceren klonlama vektorleriyle
yapllr (Orn; promotdr bolgeleri gibi).

Yabancl bir gen ya da cDNA, bir ekspresyon vektdrune
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 edilmesi icin kullaniimaktadir.
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Lusiferaz raportor gen olarak kullanilir

Ates boceginden alinan
lusiferaz geni, gunUmuzde
kullanilan énemli bir raportdr
gendir.

Ates bdcesgi lusiferaz geni
biyolUminesans yayar.

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

Raportor genler arastirnciya;
O Ekspresyon seviyesinin dlcuimesi,

O Farkl promotorlardaki ekspresyon seviyelerinin test edilmesi
ve

O Dokuda hangi genlerinin eksprese oldugunun belirlenmesi
icin kolaylik saglar.

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

Kullanilan diger bir raportdr gendir.

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

Protein mavi ya da ultraviyole isikla uyarildiginda, GFP
dogal olarak yesil florasan Isigl yayar.
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Yesil floresan proteini (GFP)

GFP farkl dalga boylarindaki floresan isigl yaymak icin
tasarlanmistir.

Yogunluguna ragmen, sinydl nispeten zayif oldugu icin,
GFP'nin ifadesi cok kuvvetli promotorlar ya da diger
duzenleyici dizilerinin kullanilimasini gerektirir.

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 memlbrana transfer edilir.

Blotlama sirasinda bu fragmentler alkali tamponda
denature edilir ve tek iplikler nitroseluloz membrana
transfer edilir.
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Southern Blot

Membran, k&gt havlu yigininin altinda, jelin UstOnde
sikistinimis olarak bulunmaktadrr.

RNA or DNA Solution passes through
R gel and filter to paper towels
i = Migration
32p-abeled . N\ N
size m arkers\ N . Paper towels
> > X, Sponge
: Electrophoresis < > ]
=~ / 1
Gel’
Filter in i \
Expose “Seal-a-Meal* al .
x-rzg/o film Probe hybridized bag solution Nltfoﬁl?gtllose
to filter /f to complementary
. sequence
= 2 < Gel. S Filter
ey < ";»/,’ b
= ' < a/, B
& : o \\
Remove Hybridize with unique DNA
Autoradiogram unbound 32p-labeled 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
Ve gel and filter to paper towels

NN A
32p-labeled "\ N Migration

. \OS i Paper towels
size markersx‘_ > : _/,,% X

-
”~

Sponge

_+" Electrophoresis .~ : 'f /
- ¥ / 1
Gel
Filter in S \
Expose “Seal-a-Meal* al .
x_raF;O fim Probe hybridized bag solution N'"°f‘?l?”u'°5°
to filter 4 to complementary Ui
A sequence v
- 2 Gel. ' \ Filter
=0 T ‘ X ’/\\ b
B K,
B ‘ . e \\
Remove Hybridize with unique DNA
Autoradiogram unbound 32p-labeled transferred
probe nucleic acid probe to filter
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Southern Blot

Membran, agaroz jelin kopyasidir ve kolon veya plak
hibridizasyonlari icin daha dnce aciklandigl gibi
hibritlesmede kullanilir.

RNA or DNA Solution passes through
e gel and filter to paper towels
i = Migration
32P-labeled . N\ N
size markers\ g g Paper towels
<5 : &7 X, Sponge
: Electrophoresis T 5 r'f’, i /
=~ g / )
Gel’
Filter in i \
Expose “Seal-a-Meal* al .
x.rc.g,o fim Probe hybridized bag solution N'"°ﬁ|?2:"°59
to filter /f to complementary
. sequence
= 2 < Gel. S Filter
R < < ";»/,’ b
= ~~ Y~
& : .. —add \\
Remove Hybridize with unique DNA
Autoradiogram unbound 32p-labeled transferred

probe nucleic acid probe to filter
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Southern Blot

Eger bir prob membran Uzerindeki fragmentlerle
hibritlesfirilirse, bu bdlgeler fotografik filmle tespit edilebilir,

RNA or DNA Solution passes through
e gel and filter to paper towels
AR - Migration
32p-labeled \ DN
SBaT arkers\ N . Paper towels
<5 : &7 X, Sponge
g . v R A ¥ 1
: Electrophoresis < <t i /
=~ / )
Gel’
Filter in S \
Expose “Seal-a-Meal" al .
x_raF;O film Probe hybridized bag solution N'"°ﬁl?2:"°5°
to filter /f to complementary
. sequence
= - P> Gel. SN Filter
= % < o
= 1 o \\
Remove Hybridize with unique DNA
Autoradiogram unbound 32p-labeled transferred
probe nucleic acid probe to filter
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Southern Blot

Southern Blotflama yaygin olarak jel Uzerindeki bircok DNA
bandindan spesifik bir gen fragmentini belirlemek icin
kullanilrr,

Southern blotlama geleneksel bir ydontem olmasina
ragmen; verimliligi, hassasiyeti ve tekrarlanabilirligi bUyUk
dlcude gelistirilimistir.
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RNA or DNA Solution passes through
gel and filter to paper towels
32pP-|abeled g M'Q ration

size markers \ % Paper towels N

ectrophoresis

Filter in Satt
Expose *Seal-a-Meal* : ;
X-ray film Probe hybridized bag solution Nircesivons
to filter to complementary
o il sequence 1 ‘ ;
:.ﬁ"_' 3 ‘, Gel Filter
3 = Remove ~ Hybridize with unique DNA
Autoradiogram unbound 32p-labeled transferred
probe nucleic acid probe to filter

114



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

RFLP (Restriksiyon fragment uzunluk

nolimorfizmi

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

Restriksivon fragment uzunluk polimorfizmi (RFLP) denilen
DNA restriksiyon fragment uzunluk farkliliklar, bireysel DNA
parmak izi olusturmak icin kullaniimaktadir.

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

Bireyler DNA parmak izleri ile belirlenebilir.

DNA parmak iziyle, akrabalik anlasmazliklar ¢dzulebilir.

Baska bir onemli uygulama ise tibbi teshislerdir.

Burada RFLP farkliliklari, kalitsal hastalik tespit etmek icin
kullaniimaktadrr.
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DNA parmak izi

Bazi bozuk genler, tek nUkleotidden dolayl normal
benzerlerinden farkldir.

Eger mutasyon restriksiyon enzimi kesim bdlgesindeyse,
enzim DNA'vI kesemeyebilir.

Dolayisiyla farkl bir DNA bant deseni olusur.

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

Northern blotlama olarak adlandinlan be benzer
yontemde, hedef molekUl RNA'dIr.

DNA fransferine benzer sekilde, DNA yerine RNA jelden bir
membrana transfer edilir.

Problar DNA'drr.
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Northern Blot

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

Bu nedenle, bu yontem spesifik genlerin ekspresyonunun
calisiimasi icin kullanishdr.
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\LRNA Extraction
Labeled o _, ¢

\_/-\ probes - -

Prof. Dr. Bektas TEPE

\Lflectrophoresis

RHA separated by size
\'_ - -

Nz

membrane)
/ Membrane hybridized
RHA fixed to with labeled probes
membrane with UV

or heat

- /Il
Visualization of
l} Horthern blotting labeled RHA on X-ray
(transfer of RHA to X film
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Polimeraz zincir reaksiyonu (PCR)

1985'te kutuphane olusturmadan ve tarama yapmadan,
arastiricinin hizla spesifik DNA bdlgesini izole edebilecesi

bir ydntem gelistiriimistir.

Polimeraz zincir reaksiyonu olarak adlandiriian bu metoftla
test tUpU Ucunde spesifik DNA bdlgesini cogaltmak icin
DNA replikasyon bilesenleri kullanilr.
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Polimeraz zincir reaksiyonu (PCR)

PCR, bilim insanlanna hibridizasyonu kullanmadan spesifik
DNA parcalarini secici olarak cogalima imkdani verir.

Herhangi bir DNA dizisi, bir organizmnadaki total DNA'dan
izole edilebilir.

Ancak, genel olarak amplifive edilecek DNA'nin yan
bolgelerinin (primerlerinin) dizisi bilinmelidir.

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

Primerler, DNA polimeraz ve test tUpuU icinde verilen dort
deoksiribonukleotidin tTUmuU kullanilarak (dATP, dGTP, dCTP,
dTTP) primerler arasindaki DNA cogaltilir.

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

Sicaklisin dusurulmesiyle primerlerin baglanmasi saglanir ve
DNA polimeraz primerlerden DNA'yI uzatrr.
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Polimeraz zincir reaksiyonu (PCR)

1004

Denature DNA

AN

Extend Primers

Temperature (°C)
5382858383

Time O i 2 3
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Polimeraz zincir reaksiyonu (PCR)

Tekrarlanan denattrasyon
ddnguleri, primer baglanmasi ve
DNA amplifikasyonu Ussel DNA
sentezi ile sonuclanr.

Bu islem, sicakligl ve zamani
otomatik olarak ayarlayan bir
cihaz olan termal déngu cihazi
kullanilarak yapilir.

125



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

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 UrOnler, agaroz jel
elektroforeziyle analiz edlilir.

PCR, toplam DNA'dan bir kUtUphanenin taranmasi
agerekmeksizin, belirli bir gen bodlgesinin hizla izole
edilmesini saglar.
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PCR'nin kullanim amaclart

Spesifik dizileri hizla izole etmek icin

Tibbi teshiste spesifik genetik lokuslar belirlemek icin

Genetik iliskileri belirrlemek veya adli konularda kimlik
tespiti icin

DNA'vyI hizli bir sekilde dizilemek icin
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DNA dizileme

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

1440, 1920, , 1600, , 1680, .

TTGTTRARTCCGC TCACAARTTCCACACARC
128 138 148

W
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DNA dizileme ve genom projeleri

Insan Genom Projesi, fare genom projesi ve piring genom
projesi gibi bUyUk genom projeleri sayesinde;

O Genomlarin evrimi,

O Genlerin yerlesimi,

O DUzenleyici elemanlar ve baska diziler,

O Mutasyonlarnn varligl sonucu ortaya ¢cilkan genetik hastaliklar
hakkinda bilgi edinilebilmektedir.
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Gen dizileme ve bilgisayar teknolojisi

Islevi bilinmeyen DNA dizileri ve homolog proteinler icin
hizica veri tabanlarini arastirmak (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 NH,
> Primer and DNA template > DNA polymerase o 9 o </N (S
» ddNTPs with flourochromes » dNTPs (dATP, dCTP, dGTP, and dTTP) ”°‘Z;°‘Z;°‘§,;°ki7~ @
OH
Primer e vt

5 epppp————

o o o N—"SN

Ho—P—0—b—0—b—0 </N I J

T 0 B 0 R B SH dn o bu o N
Template

ddNTPs

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

Dideoxyadenosine triphosphate

® Capillary gel electrophoresis
separation of DNA fragments

@ Primer elongation

Capillary gel
and chain termination apilary g

28
5 P 3 Laser
S, 8

5,lIIIIIIIIIIT3’

5’IIIIIIIIIIII’SI

5’IIIIIIIIIIIII,?"

5'I rrrrrrrrrrrrd ,3’
@ Laser detection of flourochromes
o o e e and computational sequence analysis

5 e ——————)) 3'

5 T T T e 3

Chromatograph
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Protein calismalar

Protein calismalari, rekombinant DNA teknolojisinin dnemli
bir bilesenidir.

Proteinler, miktar ve dizisi arastirilan bilimsel molekullerdir.

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

Onemli aminoasitlerin ve bunlarin modifikasyonu sonucu
olusacak etkinin (6rnegin protein stabilitesi ve aktivitesi)
belirlenmesi gerekir.
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Protein elekiroforezi

Elektroforez, proteinleri boyut ve net yUklerine gore

ayirmak icin kullanilrr.

Proteinler, tek ya da iki boyutlu poliakrilamid jel
elekiroforezi ile ayrllr.

Poliakrilamid, agarozdan daha yUksek ¢bz0nurlUge
sahipfir.
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Protein elekiroforezi

Boya ile etfiketlenmis
proteinler, tek boyutlu jelde
radyoaktif etiketleme ya da
otoradyografi ile
goruntulendiginde bantlar
verr.

x B IT TI1I W
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Protein muhendisligi

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

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

Artinimis stabilite (degradasyon, pH degisimi, sicaklik,

oksidasyon ve kontaminasyona karsi direnclilik gibi)

Artinlmis enzim aktivitesi (degistirilmis substrat spesifitesi ya
da daha ekstrem kosullarda enzim aktivitesi)
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Protein yapl degisiklikleri

Proteinlerin ozellikleri, belli aminoasitlerin desgistiriimesi ile
modifiye edilir.

Cesitli yontemler, DNA'daki bazi nukleotidleri degistirerek
proteinin aminoasit dizisini degistirir.
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Protein dizileme:

Edman degradasyon yontemi

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

Bu yontemde, polipeptid zincirinin amino terminal
ucunda bulunan amino asitlerin her seferinde bir tanesi
kimyasal olarak uzaklastirniarak 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

[>— Ala Gly Phe Asp Asn

l lableing the 2nd residue

Gly Phe Asp Asn

l removing the 2nd residue

[>——Gly Phe —— Asp—— Asn
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Protein dizileme:

Kutle spekirometresi

Yakin zamanlarda son teknoloji UronU olan kutle
spekirometresi yontemi, daha duyarl bir ydntem olarak
kullaniimaktadrr.

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

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

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

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

Bunlar ifade edilmis RNA'larin saptanmasina olanak saglar.

Ama hassas ve verimli desgillerdir.
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DNA mikroarray teknolojisi

DNA mikroarray gelismekie olan bir teknolojidir.

Tek deneyde tUm genomun andalizini saglar.

Ornegin, 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, dzellikle hUcre, doku ya da organlardaki
aktif olan genleri belilemesi mUimkUn hale gelmistir.

Arastirmacilarin, fizyolojik veya biyokimyasal surec
desgisiklikleri (6rn; yuksek ve dusUk i1sik kosullannda
fotosentez) ile gen ekspresyon degisikliklerini
iliskilendirmesi mumkun hale gelmistir.

144



Kaynak: Biotechnology (An Introduction) -

Susan S. BARNUM Prof. Dr. Bektas TEPE

DNA mikroarray ile gen akfivitesi

ekspresyon) analiz edilebilir

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

Normal ve hastalikll hUcrelerin gen ekspresyonu
karsilastirmak icin kullanilabilir (brnegin kanser).

Gen ekspresiyon modelleri Uzerine cesitli terapdiik
llaclarnn etkisi degerlendirilebilir.
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DNA mikroarray ile DNA'daki

deszisiklikler izlenebillir

Kanser hucrelerinin DNA'sinda meydanad gelen degisimler
izlenebilir.

Tek nUkleotid polimorfizmleri, mikroarrayler kullanilarak
tespit edilebilir.

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

Mikroarray in vivo gen ifadesini (tfranskripsiyon) incelemek

icin kullanilabilir.

Zaman icinde herhangi bir noktada transkribe edilmis
genlere transkriptom denir.

Bilinen DNA dizileri sirali bir sekilde mikroarray plaginin
kuyucuklaring yerlestirilir ve prob olarak kullanilr.

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

Mikroarray fabrikasyon

Ornek hazirlama ve isaretleme
& G
O 5D wee o0 I.vj
& G & v, v,
\__/ VI 34

\ Mikroarray reaksi‘s}
1
et

!

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 &rnegini yukleyebilir.

Tek drnegin 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.

150



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

Ornek DNA cipleri

Arastirma ve teshis amacl ficari olarak bulunan ciplere
asagidaki ornekler verilebillir:

O HIV gen cipi,
O Meme kanseri BRCA-1 gen cipi ve
O p53 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 anadliz edilebilir ya da diger desenlerle
karsilastinlabilir.
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DNA cip teknolojisi

YUksek ¢b6zUNUrlUkIO [azer tarayici, substrat yUzeyindeki bu
floresan isimalar (hibridizasyonun oldugu yerlerde) tespit
eder.

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

DNA microarray making Hybridisation Results delivery
Microscope glass slides Scanning (lecture)
coated with polylysine
%
N =z
N T
+: \\C . e une
6116 Yeast ORFs sesses »
amplified by PCR Cy3 l i Cys wscenew
transcnptmn l
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l e Sow
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Spotting (deposit) EEEYEI Results analysis g
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Protein cipleri

Ayni mikroarray teknolojisi, protein ciplerinin Uretiminde de
kullanilr.

Binlerce protein sirall bir sekilde cip Uzerine baglanabilir.

Bu cipler protein-protein etkilesim aginda kullanilr.

155



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

Rekombinant DNA uygulamalart

Rekombinant DNA fteknolojisi sadece biyokimyaq,

molekuler ve hucre biyolojisi alanlarinda kullaniimayip,
ekoloji ve antropoloji arastirmalannda da devrim
yaratmistir.
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Rekombinant DNA uygulamalart

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

Ornesgin;

O Klonlanmis genlerin kodladigl proteinlerin analizi,
O Genetik bozukluklann tamiri ve

O Transgenik bitkilerin Uretimi

rekombinant DNA yontemleri ile gerceklestirilebilir,
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Heyecan vericl yeni uygulamalar

Cevresel kirliliklerin ve zehirli atiklann uzaklastinimasi

Tarimsal verimliligi artinlmasi

Yeni tibbi tedaviler vb.
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