DENEY NO: 2

BiYOLOJIK MATERYALDEN DNA MOLEKULUNUN iZOLASYONU VE GUNUMUZDEKI
KULLANIM ALANLARI

A) Genel Bilgi:

Canlilarin tum oOzellikleri, kusaktan kusaga “gen” adi verilen genetik maddelerle
tasinmaktadir. Genler, kromozomlarin tzerinde lokalize bir ya da bir dizi nikleotidden olusan
parcaciklardir. Bir nikleik asit bazi, bir fosfat molekili ve bir pentoz sekerin biraraya
gelmesiyle olusan yapiya niikleotid adi verilir. NUkleotidler ise birleserek, DNA ve RNA adi
verilen nikleik asitleri olustururlar. Hicrelerdeki bitin biyolojik olaylari (genetik, fizyolojik,
biyokimyasal vb) yoneten, genetik bilgileri tasiyarak bunlarin nesilden nesile aktarilmasinda
onemli fonksiyonu bulunan molekul, deoksiribonukleik asit yani DNA molekuludar.
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DNA’nin Elde Edilebilecegi Kaynaklar: Kan, doku (karaciger, dalak vs), kemik, sag teli (kil
kokl), yanak epiteli, arkeolojik érnekler, embriyo(amniyotik sivi), postmortem doku, idrar, mumya.

DNA’nin Kullanim Alanlari:
1) Enzimlerdeki mevcut mutasyon ve polimorfizm saptanarak, kansere yatkinlia yol agan

mutasyonlarin ve Kkisilerin kansere duyarliliklarinin arastiriimasi (Asetilasyon polimorfizmi ve
meme kanseri iligkisi vb)

2) Populasyon genetigi alaninda; otoimmuin bozukluklar, yiksek tansiyon, koroner kalp yetmezligi
gibi cok sayida gene bagl hastaliklarin mekanizmalarinin anlagiimasi ve klinik 6ncesi teshisi

3) Populasyon epidemiyolojisinde; kisiler arasinda alkol, ilag gibi gevresel farkliliklara karsi
duyarlilik ve sebep olan genlerin bilinmesi, dagihmi

4) Belli hastaliklarin teshisinde (gut hastaligi vb)

5) Kalitsal hastaliklarin dogum 6ncesi tanisinda (fetusta antitripsin eksikligi vb)

6) Genetik danismanlikta (hastaliklarin soy agacinin takibi vb)

7) Adli tip alanina giren olaylarda, babalik davalarinda ya da cinayet vakalarinda slphelilerin
kimliklerinin tespiti

8) Cesitli mikrobiyolojik galismalarda (toksin, bakterilerin ve bunlarin alt tiplerinin, gida, su ve
yiyeceklerde bulunan mikroorganizmalarin tanisinda vb)



B) Deneyde Kullanilan Gozeltiler, Malzemeler ve Cihazlar
DNA izolasyonu sirasinda kullanilan bitiin cihaz, malzeme ve ¢ozeltiler steril olmalidir.

Cozeltiler:
e Cekirdek Eritici Tampon (CET) ¢ozeltisi (pH: 8.2). (Oda sicakliinda saklanmali)

(20 mM Tris-HCI, 0.4 M NaCl, 2 mM Na,EDTA, distile su ile 100 mL’ye tamamlanir)
o SDS (Sodyum dodesil siilfat) ¢ézeltisi (pH: 7.2). (Oda sicakliinda saklanmal)
(%10 SDS hazirlanip distile su ile 10mL’ye tamamlanir)
e NaCl ¢ézeltisi: (Oda sicakhginda saklanmalr)
(6 M NaCl hazirlanip distile su ile 50 mL’ye tamamlanir)
e Proteinaz K: (-20°C’de saklanmali)
e lzopropanol: (Oda sicakliginda saklanmali)

Malzeme ve Cihazlar:

Mikropipet

15 mL’lik plastik tapler (Falkon tip)
Santrifij

Etav

Mavi ve sari mikropipet uclari
Vorteks

C) Deneyin Yapilisi

1) 100 mg karaciger dokusu, 5 mL c¢ekirdek eritici tampon ¢Ozeltisi ile buz banyosu iginde
homojenize edilir.

2) Bu homojenat, 15 mL’lik kapaklh plastik tliplere alinir ve lzerine 0.5 mL SDS c¢ozeltisi ile
0.1 mL Proteinaz K ilave edilir.

3) 55°C’de 1 saat etiivde inkiibe edilir.

4) inkiibasyondan sonra, 10 dakika buz banyosunda bekletilir ve 2mL 6M NacCl ¢ozeltisi ilave
edilir.

5) Cozelti vorteks yardimi ile iyice karigtirilr.

6) Karistirdiktan sonra 10 dakika ylksek devirde santriflij islemi yapilir.

7) Santrifijden sonra dikkatli bir sekilde Ustteki sivi kisim (stpernatant) bagka bir plastik tipe
alinir. Cékmius olan kismin alinmamasina dikkat edilmelidir.

8) Esit hacimde izopropanol ilave edilir ve tlip hafifce alt Ust edilerek DNA’nin gértndr hale
gelmesi saglanir.

PCR Teknigi

Molekuler biyoloji alaninda en fazla tercih edilen tekniklerden biridir. PCR (Polymerase
chain reaction=Polimeraz zincir reaksiyonu) teknigi, Karry Mullis tarafindan tasarlanarak
1987 yilinda bu ismi almistir. PCR, spesifik bir DNA’nin primerler vasitasiyla her iki yonli
olarak tekrarlanmasiyla in vitro olarak c¢ogaltiimasidir. Bunun nedenleri; 6zgin bir DNA
parcasinin bol miktarda elde edilmesi, molekller analizinin yapilabilmesi ve gen
muahendisliginin amaclari dogrultusunda rekombinant organizmalar elde etmek l(zere gen
aktarimi igin kullaniimasidir.

Mekanizmasi: Her bir PCR doénglsi 3 agamadan meydana gelir. Bunlar:
1) iplikgiklerin birbirinden ayriimasi (Denaturation)

2) Primerlerin yapismasi (Primer annealing)

3) Sentez asamalaridir.



PCR teknigi, cift iplikli bir DNA molekilinde hedef dizilere iki oligontkleotit primerin
baglanmasi ve uzamasi esasina dayanir. Bu primerler, kalip DNA molekull ylksek sicaklikta
(92-96°C) denatiire edildikten (denaturation asamasi) sonra, tek ipliki DNA molekiilleri
lizerinde kendine tamamlayici bélgelere hibridlenirler. Hibridlenme olayi, 37-65°C arasinda
yurar (primerlerin yapismasi asamasi). Daha sonra, DNA polimeraz enzimi, uygun tampon
ve dNTP (deoksinUkleotid trifosfat) varliginda primerin uzamasini saglar. Bdylece kalip DNA
ipligine tamamlayici olan yeni DNA molekuilli sentezlenir (sentez asamasi). PCR’da DNA
olarak, genomik veya plazmid DNA parc¢asi kalip olarak kullanilir. PCR i¢in 6n islem olarak,
DNA izolasyonu yapilmalidir.

PCR’In Temel Bilesenleri:
1) DNA molekiili

2) DNA polimeraz enzimi
3) Primerler

4) dNTP karigimi

5) Reaksiyon tamponudur.

PCR Tekniginin Avantajlar

1) Cok kicuk genomik DNA parcalari kullanilarak istenen miktarda yeni DNA olugturulabilir.
2) Cok hizl bir tekniktir. Ornegin, Southern blot teknigi ile 5-10 ug DNA kullanilarak 6-7
glnde DNA analizi yapilabilirken, PCR ile 1 ng DNA, birka¢ saatte ¢ogaltilabilir.

3) Spesifik DNA dizileri segilip, istenmeyen dizilerin ortaya ¢ikmasi énlenebilir.

4) DNA'nin saflagtirilmasi gerekmediginden, harcanan zaman ve emek nukleik asitlerle
yapilan ¢alismalardan daha az olmakta ve hicresiz klonlama olarak da adlandiriimaktadir
(Caglayan, 1991; Arda, 1994).

PCR Tekniginin Dezavantajlari

1) Taq DNA polimeraz enzimi 2x10™ oraninda hata payi bulundurur.

2) Amplifiye edilmek istenen DNA parcasinin her iki ucu i¢in de spesifik proba ve primere
ihtiyag duyulur.

3) Cogaltilan DNA dizileri dogru ¢ogalmayip, diziye yanlis nikleotitler katilabilir.

4) Primerlerin yanhs baglanmasi ve genislemesi sonucu ya da primer-dimerlerinin olusmasi
nedeniyle nonspesifik Urlnlerin elde edilmesi, istenen Urlnin elde ediimemesi veya ¢ok az
elde edilmesi gorulebilir

5) Kontaminasyon riski vardir.

6) Cok ucuz bir yontem olmadidi icin, rutin analizlerde kullanilamamaktadir (Caglayan,1991;

Arda, 1994).

PCR Tekniginin Uygulama Alanlan

PCR, molekuler ve genetik alanlarinda, genetik aragtirmanin ilerlemesinde; molekuler biyoloji
alaninda, DNA sekanslarinin hizla ¢ikarilmasinda, insan gen haritalarinin gelistiriimesinde,
gen aktivite gcalismalarinda katki saglamaktadir. Genetik alaninda ise, iyi bilinen hastaliklarda
mutasyonlarin dogrudan DNA dizilim analizi ile taninmasini ve bazi genetik hastaliklarin
genel populasyonda taranmasini saglamaktadir (Caglayan, 1991, Arda, 1994, Basaran,
1996).



PCR’in baslica kullanim alanlari sunlardir:

Gen delesyonlarinin belirlenmesi

Spesifik nokta mutasyonlarinin belirlenmesi

Enzim veya spesifik DNA sekanslarinin gen haritalarinin olusturulmasi
Populasyonda genetik polimorfizm gésteren enzimlerin genotip dadilimi saptanarak,
kisilerin hastaliklara ve kansere duyarliliklarinin arastiriimasi
Populasyon epidemiyoloijisi

Hastaliklarin klinik teshisi

Hastaliklara neden olan genetik etkenlerin arastiriimasi

Aile soy agacinin ¢ikarilmasi

Genetik danismanlik

Adli tip vakalari

Mikrobiyolojik ¢alismalar

Temel biyolojik calismalar



