rDNA teknolojisi ve yeni firsatlar

» Ciftlik hayvanlarina gen transferi sayesinde elde edilen yavru sayisini, siit miktarini, yapagi
miktar ve kalitesini, yemden yaralanmayi, hastaliklara direnci artirmak hedeflenmistir.

 Once genlerin organizasyonu, diizenlenmesi ve mutasyonlar iizerine temel ¢calismalar
vapilmakta iken, bu teknoloji ile pek ¢ok alanda kullanilabilen biiylik bir endiistri ortaya
cikmustir.



Genlerin, rekombinant DNA vektorleri icerisinde klonlanmasi

eBakteriyel plazmitler klonlama vektorii olarak kullanilir. Bakteriler tasidiklari DNA'nin kolaylikla
izole edilebilmesi ve benzeri hiicrelere tekrar aktarilabilmesi ile ilgili kolayligi nedeniyle
yaygin sekilde gen klonlanmasi amaciyla kullanilirlar.

eBakteri kiltirleri ayni zamanda hizh bir sekilde ¢ogalarak tasidiklari genleri replike
ederler.

1)Vektor ve gen kaynagi DNA’nin izolasyonu

Gen kaynagi olarak insan doku hiicrelerinden elde edilir.Plazmit ise E.coli bakterisin
den elde edilir ve daha sonra dogrulamada kullanilacak iki gen bulundurur: amp,
konukgusu olan E.coli hiicresine ampisilin antibiyotigine karsi direng¢ kazandirir ve

lac Z, laktoz sekerinin hidrolizini katalize eden B-galaktozidaz enzimini kodlar.Plazmit
kullanilan restriksiyon enzimi icin tek bir tanima dizisi bulundurur ve bu dizi lacZ

geni icerisinde yer alir.



2)DNA’nin vektore takilmasi

Enzim, plazmid DNA’yi tek bir restriksiyon bolgesinden lacZ genini bozarak keser.
insan DNA’sin1 binlerce DNA parcasi olusturacak sekilde keser , bu parcalardan biri

istedigimiz geni tasir. Daha sonra DNA pargalar karistirilir. Bazi plazmitler istenen genle birlesir.DNA’lari
kovalent olarak baglamak i¢cin DNA ligaz eklenir.

3)Klonlama vektoriiniin hiicrelere aktarilmasi

Bu asamada bakteri hiicreleri rekombinant plazmitleri transformasyonla iceri alir.Bakteriler

LacZ- olup, lacZ genindeki bir mutasyon nedeniyle laktozu par¢alama yetenegine
sahip degildir.

4)Hiicrelerin klonlanmasi

Transforme edilen bakteriler, ampisilin ve Xgal olarak adlandirilan bir seker iceren kati
besiyeri yiuizeyine ekilir.Cogalan her bir bakteri , besiyerinde koloni olarak goriilen

bir hiicre klonu olusturur.Bu esnada plazmitler tarafindan tasinan insan geni de klonlanmis
olur.



Besiyerinde ampisilin bulunusu sadece plazmit bulunduran hiicrelerin gelismesine izin
verir. Besiyerinde bulunan X-gal da yabanci DNA tasiyan plazmitleri

bulunduran bakteri plazmitlerinin taninmasinda kolaylik saglar.

B-galaktozidaz ile hidroliz edilen X-gal nedeniyle mavi bir renk olusacaktir.Oysa gen’le
birlesen plazmitlerde B-galaktozidaz geni bozulacagidan X-gal par¢calanamaz

ve bu hiicreler beyaz renkte goriinur.

5) istenen geni tasiyan hiicre klonlarinin ayrimi

Hedeflenen insan geninden baska bircok gende klonlanmis olabilir. En zor
yontem istenen geni tasiyan koloninin digerlerinden ayrilmasidir. Genin kendisi
veya gen liriinii olan protein aranmak suretiyle olabilir.

eGen DNA’sinin dogrudan aranmasina yonelik tiim metodlar niikleik asit hibridizasyonu
adi verilen gen ve diger bir niikleik asit molekiiliindeki komplementer dizi arasindaki
baz eslesmesine dayanir.

eKomplementer molekiil ,DNA ya da RNA olabilen kisa, tek zincirli bir niikleik asit
olup niikleik asit probu olarak adlandirilir. Eger istenen genin en azidan bir kismi
biliniyorsa bir prob sentezlenebilir.



eOkaryotik DNA’nin bakterilerde klonlanmasi ve ifadesi ile ilgili problemlerden biri , pek ¢cok
okaryotik gende kodlama yapmayan uzun boélgelerin(intron) olmasidir.

eintronlar dkaryotik bir genin olduk¢a uzun ve kullanissiz olmasina neden olur ve RNA-splicing
yetenegine sahip olmayan bakteriler tarafindan bu genin dogru okunmasina engel olurlar.

*Bu olayi engellemek icin cDNA yapimi yolu kullaniimaktadir.

eBaslangi¢c materyali olarak mRNA kullanilir , mRNA da intronlar dogal olarak ¢ikartilmistir
ve asil gen parcasini ifade eder. Bu mRNA hiicreden izole edebilir ve DNA yapmak i¢in kullanabilir.
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*mRNA dan reverse transkriptaz enzimi
kullanilarak tek zincir DNA yapilr.

eikinci zincir sentezlendikten sonra

elde edilen DNA lar intronlari tasimayan
sadece gerekli sifreleri iceren DNA
molekulleridir.

*DNA lar vektor DNA ya baglanarak
bakteri sitoplazmasi icinde genlerini
ifade edebilirler.

*Bu DNA’lar cDNA olarak adlandirilir.



eMolekiiler biyologlar, istenen dkaryotik genin klonlanmasi amaciyla konukgu olarak
bakterilerin yerine dkaryotik hiicreleri kullanarak 6karyotik-prokaryotik uyumsuzlukdan
uzak durmaya calisirlar.Tek huicreli maya kilturleri plazmitlere sahiptirler. Bilim
adamlari maya ve bakteri DNA’larinin bir araya getirildigi rekombinant plazmitler

gelistirmislerdir.

e Okaryotik bir kromozomun temel bilesenlerini , yabanci DNA ile birlestirerek elde
edilen ve maya yapay kromozomlari(YACs) olarak adlandirilan vektorler yapilmistir.
Bu kromozomlar normal olarak mitozdaki gibi davranir ve maya hiicresi boliindiikge
yabanci DNA klonlanmis olur.

Genomik Kiitliiphaneler

eHer biri baslangictaki genomun belirli bir segmentinin kopyalarini tasiyan binlerce
rekombinant plazmidin tiimi genomik kitiiphane olarak adlandirilir.Plazmitlerin
disinda , bazi bakteriyofajlar da genomik kiitiiphanelerin yapiminda klonlama vektori

olarak kullanilirlar.

ePlazmitte oldugu gibi , yabanci DNA segmentleri, bir restriksiyon enzimi ve ligaz
kullanilarak faj genomu igerisine yerlestirilebilirRekombinant faj DNA’si1 daha sonra
in vitro kosullarda kapsit icerisinde paketlenir ve normal enfeksiyon olayiyla

bir bakteri hiicresi i¢cine sokulur.



Polimeraz zincir reaksivonu (PCR) DNA’yi tamamen hiicre disi kosullarda klonlar

eBelirli bir genin ya da diger DNA dizisinin buylik miktarlarda hazirlanmasi igin en iyi
metot, hiicrelerdeki DNA’nin klonlanmasidir. PCR yani polimeraz zincir reaksiyonu
herhangi bir DNA parcasininin hiicreyi kullanmadan kisa bir siire icerisinde
cogaltilabilecegi bir tekniktir.

*Bu teknikte DNA 6zel bir DNA polimerazin, nuikleotitlerin ve DNA sentezinde primer
olarak kullanilan sentetik tek zincirli kisa DNA pargalarinin bulundugu bir test tipii
icerisinde inkuibe edilir.

*PCR yontemi plazmid veya faj vektoriiniin kullanildigi gen klonlamaya gore ¢ok daha
hizhdir ve tamemen hiicre disi ortamda gergeklestirilir.

*PCR aleti, li¢ asamali dongiiyu hedef dizi cok sayida duplikasyon oluncaya kadar
ard arda tekrar eder.



Baslangic maddesi hedef niikleotit dizisini iceren bir ¢ift zincir DNA solusyonudur.

Bu solusyona, sicakliga direngli bir DNA polimeraz, dort tip niikleotit ve primerler eklenir.

PCF}’qu_II?NI_-\dg)entezini baslatmada kullanilan primerler, hedef DNA sonlarina komplementer olan kisa, tek zincirli sentetik DNA
molekiilleridir.

Bu sekilde primerler ¢ogaltilacak olan belirli bir

DNA segmentini belirler.

PCR uygulanmasinin her bir dongtisii
yaklasik 5 dakika siirer.D6ngii sonunda
hedef DNA dizisi ¢ift zincire doniisiir.

Solusyon tekrar isitilir, zincir ayrilmasiyla bir
sonraki dongl baslar, primer baglanir ve DNA sentezi yapilir.



DNA ANALiZi VE GENOMIKS

eistenen insan genini tasiyan bir DNA segmenti klonlandiktan sonra, kisiler arasi
farkhhklari saptamak , kalitsal bozukluk olup olmadigini anlamak , genin ne zaman
ifade olunacagini saptamak i¢in niikleotit dizisinin belirlenmesi gerekir.

eGenomiks , mevcut tiim genom bilgisine sahip olmak olarak tanimlanabilir. DNA
molekuliiniin elektrik yukii ve diger fiziksel 6zelliklerine gére ayrilmasi jel elektroforezi
olarak bilinir.Bu yontem , karisik haldeki DNA molekillerini, her biri ayni buyliklikteki
DNA molekiilleri bicimde ayirma prensibine dayanuir.

eRestriksiyon fragment analizi, restriksiyon bolgelerini etkileyen DNA farkliliklarini
saptar. Elektroforez ile ayrilan DNA molekiilii , baslangi¢c molekiiliine ve kullanilan
restriksiyon enzimine 6zgii bir band modeli olusturacaktir.

e Okaryotik kromozomlarindaki gibi biiyiik DNA molekiilleri, belirgin ayri bantlar
olarak gorilen ¢ok sayida fragment meydana getirir.



eJel elektroforez , makromolekiilleri, elektrik alani altinda, jeldeki hareket hizlarina gore
ayirir. DNA icin hareket hizi —akim altinda molekiiliin ne kadar uzaga gittigi- molekiliin
buyliklugii ile ters orantilidir.

eNegatif yiiklii olan DNA molekiilleri pozitif elektroda yani anoda dogru hareket eder.
Elektrik kapatildiginda, her bir 6rnek icerisinde bulunan DNA molekiilleri, bliyukliik
lerine gore hat boyunca bantlar halinde ayrilirlar.En uzaga giden en kisa molekiiller
jelin alt kismindanki bantlarda bulunurlar.



*DNA jelden zarar vermeden geri kazanilabildigi icin bu yontem ayni zamanda her bir
fragmentin saf é6rneklerinin hazirlanmasi igin kullanilir.

Ornegin bir genin iki farkh alleli karsilastirilabilir. Once her bir DNA 6rnegi ayni restriksiyon
enzimiyle kesilerek ise baslanir.

eBunlar az da olsa DNA dizisinde bir miktar farkhiliklar gésterir. Bundan dolayi jel
elektroforezde farkli band modeli olustururlar.

Bir sonraki sekil

eA)Allel 2 deki tek baz ciftlik bir farklilik , belirli bir restriksiyon enzimine karsi tanima
dizisinin bir adet azalmasina neden olur.Bu enzim allel 1’e ait DNA’yi li¢ parcaya(w,x
ve y) ayirirken, Allel 2’ye ait DNA’y1 sadece iki pargaya(z ve y) ayirir.

«B)Elektroforez , her bir allelden ortaya ¢ikan restriksiyon fragmentlerini ayirir. iki allel
arasindaki kesin farkhlk , jeldeki bant modelleriyle gosterilmistir.Allel 1 ,w, x ve y olmak lizere li¢ banda, allel 2 ise zve y
fargmentlerine karsilik olan iki banda sahiptir.



