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Molekiiler Genetik Laboratuvar H. Karakaya K. Ozkul

Escherichia coli’nin Transformasyonu

1944 yilinda Avery, McLoad ve McCharty, pnedmokokal bakterilerin IIR nonpatojen tipinin
I1IS patojen tipe doniisiinden (transformasyon) sorumlu ajanin DNA oldugunu ve bu 6zelligin
nesiller boyu aktarildigini gosterdikleri deneylerini yayinladilar. (tipler R ve S farkli antijenik
yapilara sahip bakterileri ifade eder ve bu antijenik yapilar iki farkli gen tarafindan olusturulur).
Bu arastirmanin tetiklemesiyle DNA {izerine daha yogun ¢aligsmalar yapilmis ve sonunda DNA
yapist Watson ve Crick tarafindan agiklanmustir. Izole edilmis az miktardaki DNA’nin bakteri
hiicre duvarim1 gegerek kromozomun parcast haline gelmesi standart Mendel genetigi ile
bagdagmaz, ancak organizmadan organizmaya tek bir genin aktarilarak alici organizmanin
genotipine miidahaleyi miimkiin kilar.

Bu giin ¢ogu transformasyon siirecinde plazmitler, bakteriyofajlar ve kozmitler
(bakteriyofaj ve plazmid DNA’sinin integrasyonuyla olusmus rekombinant DNA) kullanilir.
(Bazt durumlarda, bu DNA tiplerinden herhangi biri i¢in transformasyonun yaninda
transdiiksiyon ve transfeksiyon terimleri de kullanilabilir. Burada plazmit aktarimi igin
transformasyon terimi tercih edilecektir). Plazmit DNA yapisina hedef bir DNA molekiilii
baglanarak rekombinant vektér molekiilleri elde edilir. Bu rekombinant vektorler bakteri
hiicrelerine transforme edilebilirler, transforme olmus hiicreler (transformantlar) iginde replike
olabilirler ve boylece yeni nesillere aktarilirlar. Ayrica tagidiklar1 gen bolgelerine bagli olarak
transformantlara bazi fenotipler de kazandirabilirler. Buna tipik 6rnek antibiyotik direncidir.
Bir vektor eger sozgelimi kanamisin direng geni (kan) tasiyorsa bulundugu transformant
hiicreye kanamisin direnci kazandiracaktir.

Bir ¢cok plazmit i¢in her bir mikrogram (pg) plazmit DNA’sinin transformasyon sikligi
10°-10" kadar yiiksek olabilir yani 1 ng DNA 10°-107 bakteri hiicresini transforme edebilir.
Gergekte boyle bir durumda sadece her 10 000 DNA molekiiliinden sadece biri aktarilabilir ve
kiiltiirdeki bakteri hiicrelerinin bir¢ogu transforme olmamis durumdadir. Béyle karisik bir
bakteri populasyonunda transforme olmus ve olmamis bakteri hiicrelerinin ayirt edilmesi
gerekir. Bu durumda durumda plazmit bir antibiyotik diren¢ geni tasiyorsa transformant
hiicreler antibiyotige diren¢li olacaktir. Ortama bu antibiyotik eklenerek transformantlar
kolayca ayirt edilebilir (yani transforme olmamis hiicreler Oliir!). Yaygin kullanilan
antibiyotikler arasinda ampisilin, tetrasiklin, kanamisin ve spektinomisin sayilabilir.

Yiiksek siklikta transformasyon elde etmek i¢in kullanilacak bakterilerin
transformasyon i¢in uyumlu hale getirilmesi gerekir (alict hiicre). Bunu basarabilmek icin
bakteri hiicre duvart ve hiicre zarinin plazmid DNA’sinin gegisine izin verecek sekilde
farklilagtirilmasi gerekir. Bakteri hiicresini yabanct DNA igin alic1 hale getirmek i¢in kullanilan
yaygin metot hiicrelere kalsiyum kloriir uygulayarak soguk ve sicak sokuna maruz birakmaktir.
Bu deneyde kullanacaginiz alict hiicreler bu metodun bir tiirevi olan Inoue methoduna gore
hazirlanmistir (Sambrook ve Russell, 2001).

Bu deneyde pSG45 rekombinant plazmitinin E. coli hiicrelerine transformasyonunun
sikligin1 belirleyeceksiniz. Plazmit, kanamisin direng geni ve diger baz1 genleri igermektedir.
Besiyerine kanamisin antibiyotigi ekleyerek transformantlarin liremesini saglayacaksiniz.
Ayrica antibiyotiksiz besiyerinde, canli hiicre sayimi ile transformasyon gergeklestirilen E. coli
kiiltiirtindeki toplam canl1 hiicre sayisini belirleyeceksiniz.



Deneyin Amaci

Bu deneyin tamamlanmasi durumunda sunlar1 yapabiliyor olmalisiniz:

Plazmit, bakteriyofaj, transformasyon ve rekombinant DNA’y1 tanimlamak,

E. coli hiicrelerinde plazmit pSG45’in transformasyon sikligini belirlemek tizere bir
protokol hazirlayabilmek.

Transformasyon Deneyi icin Gerekli Materyaller:

Escherichia coli DH5o. alict hiicreleri
42°C su banyosu

37°C calkalamali inkubat6r

800 pl SOC broth igeren 1 adet tiip

Kanamisin (50 pg/ml) iceren 2 adet steril agar petrisi

3 adet steril agar petrisi

Bakterileri agar ylizeyine yaymak i¢in L-seklinde dagitic1 (spreader)
70 % alkol iceren beher

Mikropipet ve steril mikropipet uglari

Buz

1.5 mI’lik eppendorf tiipleri

Cam kalemi

A. pSG45 Plazmiti Kullanilarak Yapilan E. coli

Transformasyon Prosediiri
Transformasyon deneyine baslamadan once Escherichia coli DH5a alict hiicreleri

verilen, prosediir izlenerek hazirlanir ve deney giiniine kadar -80°C de muhafaza edilir.
(Kompetent=alic1 hiicreler size hazir olarak verilecektir).

500 pl Escherichia coli DHS5a alic1 hiicreleri igeren 1.5 ml lik eppendorf tiipleri

-80 °C den, buz igeren bir kaba alinarak, buz igerisinde yavasca ¢6ziinmesi beklenir.
Buz igerisinde ¢oziiniirken bir yandan tiipler cam kalemi ile +DNA ve —DNA olarak
etiketlenir.

Alict bakteriler ¢oziindiikten sonra, tiipler nazikce bir ka¢ defa bas asagi ¢evrilerek
bakteri soliisyonun tiip i¢ersinde homojen olarak dagilmasi saglanir.

Coziinmiis olan, 500 ul alict hiicre soliisyonundan mikropipet kullanilarak 100 pl hiicre
alinarak, daha 6nce +DNA ve —DNA olarak etiketlenmis 1.5 ml lik eppendorf tiiplerinin
her birine aktarilir.

Transformasyon deneyinde kullanilacak olan pSG45 plazmitinin seyreltilmis DNA
soliisyonlar1 buz igerisinde muhafaza edilir (10#-10"°). (Seyreltilmemis orijinal plazmit
DNA konsantrasyonu 1 pg/ul dir).

Mikropipet kullanilarak seyreltilmis pSG45 plazmit soliisyonundan 1 pl alinarak bir
onceki basamakta 100 pl alict hiicre aktarilan +DNA olarak etiketlenmis tiiplere eklenir.
(Kullanacaginiz plazmit solusyonunun seyreltme orani size verilecektir).



10.

11.

12.

Not: Negatif kontrol olarak, plazmit DNA yerine ayni miktar (1 pl) steril su -DNA
olarak etiketlenmis 100 pl alict hiicre igeren tiipe eklenir.

Hemen, zaman kaybetmeden biitiin tlipler buz i¢ine konarak 30 dak. inkiibe edilir.

30 dak. buzda beklettikten sonra tiipler ¢abucak 42°C su banyosuna konarak 90 sn (1.5
dak.) inkiibe edilir.

Zaman kaybetmeden tiipler tekrar buz igerisine alinarak 2 dak. daha buz igerisinde
bekletilir. Daha sonra steril SOC-broth besiyerinden 800 pl (0.8 ml) alinarak bu tiiplere
eklenir ve 37°C ¢alkalamali inkubatér de 45 dakika boyunca ortalama bir hizda inkiibe
edilir.

45 dak. inkubasyon adimindan sonra, +DNA olarak isaretlenmis tiipden 100 pl hiicre
almarak kanamisin igeren agar besiyerinin ortasina (Kanl olarak isaretlenmis petri)
mikropipet araciligi ile birakilir. Dagitici (spreader) 70 % etil alkole batirilir ve atesten
gecirilerek steril edilir. Dagitict agar besiyerinin bos kismina dokunarak sogutulur. Cok
bastirmadan dagitict kullanilarak daha dnce petrinin ortasina biraktigimiz hiicreler agar
besiyerine yayilir.

Yine daha once sulandirilan +DNA tiipiinden 100 pl alarak ikinci kanamisin agar
besiyerine (Kan2) bir 6nceki adimdaki gibi birakilip yayilir.

B. Canli Hicre Sayimi

Bir sonraki adimda -DNA (negatif kontrol) tiipiinden 100 pl (0.1 ml) hiicre alinarak
Dil. 1 olarak isaretlenmis diliisyon tiipiine (9.9 ml L-Broth) aktarilir ve vortex
kullanilarak karistirilir. Bu adim sonunda bastaki orijinal -DNA tiipiindeki bakteri
soliisyonunun 1 x 107 diliisyonunu elde ederiz.

Dil.1 tiipiinden 100 pl (0.1 ml) hiicre alinarak Dil. 2 olarak isaretlenmis diliisyon tiipiine
(9.9 ml L-Broth) aktarilir ve vortex kullanilarak karistirilir. Bu adim sonunda

—DNA tiipiindeki bakteri soliisyonunun 1 x 10 diliisyonunu elde ederiz.

Dil.2 tiipiinden 100 pl (0.1 ml) hiicre alinarak Dil. 3 olarak isaretlenmis diliisyon tiipiine
(9.9 ml L-Broth) aktarilir ve vorteks kullanilarak karigtirtlir. Bu adim sonunda

~DNA tiipiindeki bakteri soliisyonunun 1 x 10 diliisyonunu elde ederiz.

Dil.3 tiipiinden 1000 pl (1 ml) hiicre alinarak Dil. 4 olarak isaretlenmis diliisyon tiipiine
(9.0 ml L-Broth) aktarilir ve vortex kullanilarak karistirilir. Bu adim sonunda

~DNA tiipiindeki bakteri soliisyonunun 1 x 107 diliisyonunu elde ederiz.

Bu tiipten 200 pl alarak NA1 olarak isaretlenmis agar besiyerinin ortasina birakilir ve
bir 6nceki adimlarda tarif edildigi gibi dagitic1 (spreader) kullanilarak yayilir.

Dil .4 tiipiinden 1000 pl (1 ml) hiicre alinarak Dil. 5 olarak isaretlenmis diliisyon tiipiine
(9.0 ml L-Broth) aktarilir ve vortex kullanilarak karistirilir. Bu adim sonunda

~DNA tiipiindeki bakteri soliisyonunun 1 x 107 diliisyonunu elde ederiz.

Bu tiipten de 200 pl alarak NA2 olarak isaretlenmis agar besiyerinin ortasina birakilir
ve Onceki adimlarda tarif edildigi gibi dagitic1 (spreader) kullanilarak yayilir.

Dil.5 tiipiinden 1000 pl (1 ml) hiicre alinarak Dil. 6 olarak isaretlenmis diliisyon tiipiine
(9.0 ml L-Broth) aktarilir ve vorteks kullanilarak karigtirilir. Bu adim sonunda

~DNA tiipiindeki bakteri soliisyonunun 1 x 10”° diliisyonunu elde ederiz.



9. Bu tiipten de 200 ul alarak NA3 olarak isaretlenmis agar besiyerinin ortasina birakilir
ve onceki adimlarda tarif edildigi gibi dagitic1 (spreader) kullanilarak yayilir.

10. Agar petrileri 37°C inkubatore kaldirarak agar yiizleri iist tarafa bakacak sekilde 24 saat
inkiibe edilir ve koloniler siire sonunda sayilir.

Il. Transformasyon Sikligi ve Herbir Mikrogram (ug) DNAya Karsilik
Olusan Transformant Sayisi

Transformasyon sikligi, pSG45 plazmitini alarak (transforme olarak) kanamisin
antibiyotigine diren¢ kazanan bakterilerin populasyondaki oranini ifade eder. Asagidaki formiil
hem halkasal plazmit DNA’sinin transformasyon sikliginin hesaplanmasinda kullanilabilir.

1. Halkasal plazmit DNA’sinin transformasyon sikligini asagidaki gibi hesaplayiniz:

Kan 1 ve Kan 2 petrilerindeki koloni sayis1
Nutrient Agar 1, 2 ve 3 petrilerinden belirlenen
ml deki ortalamakoloni sayisi

Transformasyon Siklig1 =

Sulandirma yaptiginizi unutmayiniz. Hesaplama yapmadan once sulandirma faktoriini
de hesaba katarak orijinal degerleri bulunuz (Tablo 1)

Hesapladiginiz degeri buraya yaziniz:

Tablol Transformasyon deneyinin verileri.

Petri No Koloni Diizeltme Hacim diizeltme (100 | 1 ml’deki hiicre sayisi
sayl1sl faktori ul x 10 =1000 pl) (koloni sayist!)

Kanl - 10x

Kan2 - 10x

NAl 10X

NA2 108x

NA3 10%%

2. Her pg plazmit DNA’sma karsi olusan transformant sayisini asagidaki gibi

hesaplayiiz. Hesapladiginiz degerleri Tablo 2’ye yerlestiriniz.

Halkasal DNA’nin
her ug karsilik olusan
transformant sayisi

Hesapladiginiz degeri buraya yaziniz:

Kanl ve Kan2 petrilerindeki
ortalama koloni sayisi

Plazmit DNA’sinin
sulandirma faktora




Tablo2: Her bir mikrogram DNA’ya karsilik olusan transformant sayisi.

Sulandirma diizeltmesinden

. Ortalama
sonra koloni sayisi

Petri No Koloni Sayisi
Kanl

Kan2

3. Transformasyon sikligi sonuglarinizi diger gruplarla karsilastiriniz. Arada farkhliklar var midir?
Eger varsa farklihg! nasil agiklayabilirsiniz?



Molekiiler Genetik Laboratuvar H. Karakaya K. Ozkul

Genetik Madde: DNA izolasyonu

1944 yilinda Avery, MacLoad ve McCarty, pndmokok bakterilerinde genetik maddenin
DNA oldugunu gosterdiler. O zaman bu bulus tam olarak kabul edilmediyse de, sonraki yillarda
James Watson, Francis Crick ve Maurice Wilkins tarafindan DNA’nin yapisal modelinin ve
kimyasal yapisinin agiklanmasiyla DNA molekiiliiniin 6nemi anlasilabildi. Watson-Crick
modeli, DNA’nin nasil replike oldugu, bilgiyi nasil kodladigi (sifreledigi), yapisindaki
degisikliklerin (mutasyonlarin) organizmada nasil fenotipik degisiklikler olusturdugunu
aciklamaya caligmaktaydi.

Son elli yilda biyoloji lisans 6grencilerinin ¢cogu DNA ve molekiiler genetigin sentral
dogmast (DNA—RNA—Protein—Karakter) hakkinda ¢ok fazla sey 6grendi. Replikasyona
ilave olarak DNA, iic ana RNA tipinin sentezi i¢in de bir kalip olarak is goriir. Tagiyict RNA
(tRNA) molekiilleri kii¢iik molekiiller olup (75-80 niikleotit) belli amino asitlere baglanirlar.
mRNA {izerindeki 6zel kodonlar1 tanirlar. Haberci RNA (mRNA) proteinler i¢indeki farkli
amino asitleri temsil eden ii¢lii niikleotit dizileri (kodonlar) tasirlar. Farkli tip ribozomal
RNA’lar (rRNA) proteinlerle beraber bir ribozom kiitlesini olusturur, bu yap1 amino asitlerin
polipeptitleri olusturmak iizere bir birine baglandigr montaj bdlgeleridir.

Sasirtict olan DNA, RNA ve protein sentezi hakkinda ¢ok sey 6grenmesine ragmen bir
cok biyoloji 6grencisi yiikksek molekiil agirligina sahip DNA’y1 ne goriirler ne de onlarin
ozelliklerini dogrudan incelerler. Bu deney size DNA’y1 izole etme, gorme ve ¢ozelti i¢indeki
konsantrasyonunu belirleme sans1 verecektir.

Deneyin Amaclari

Bu deneyin tamamlanmasi durumunda sunlar1 yapabiliyor olmalisiniz:
1. Sigir dalak veya karacigerinden hazirlanmis dokudan DNA  saflandirmasi
(ekstraksiyonu).
2. Saflandirilan DNA’nin goriiniimiiniin tanimlanmas.
3. Baslangicta kullanilan dokunun her gramia karsilik tasidigi miligram DNA miktarinin
belirlenmesi.
4. 3. amaci gergeklestirmek iizere bir spektrofotometrenin ¢alistirilmasi.

Deney i¢in gerekli materyal

Her grup ogrenci icin:

7 test tlipu

1 kapak (bir test tiipii igin)

6 test tiip kapagi veya aliiminyum folyo
1 250 ml beher

1 1000 ml beher

1 cam karigtirma gubugu

1 50 ml vidal1 kapakl1 santrifiij tiipti
100°C su banyosu veya kaynayan su
Spektrofotometre

Spektrofotometre kiivetleri

Sinifin genel kullanimi icin
Buz ve buzlu su



Pastor pipetleri
Standart DNA stok ¢ozeltisi (1 mg/ml)
5 ml pipetler
1 otomatik pipet pompasi
Santrifiij
Tiilbent ve 1000 ml beher
1 blender veya havan
1000 ml soguk salin sitrat ¢ozeltisi
2.94 gr Sodyum sitrat
8.12 gr NaCl
1000 ml distile suda ¢oziiniiz ve HC] veya NaOH ile pH’y1 7.0-7.4 araligina
ayarlayiniz.
1000 ml soguk 2.6 M NaCl ¢ozeltisi
152.1 gr NaCl saf suda ¢dziiliir, toplam hacim 1000 ml.
200 ml Dische ayiract
2.0 gr difenilamin’e
200 ml glasiyal asetik asit ekleyiniz, sonra
5.5 ml konsantre H2SO4 ekleyiniz
1000 ml buzlukta sogutulmus %95 etanol.

l. Spektrofotometre ile Optik Yogunluk (Density) Olgiimii

Optik yogunluk (absorbans) bir ¢6zeltinin belli bir dalga boyundaki 15181n gecisini engelleme
yetenegini ifade eder. Bu calismada sigir dalagindan elde edilmis ve Dische ayiraci ile
tepkimeye girmis DNA ¢ozeltisinin optik yogunlugunu (absorbansini) 6lgeceksiniz. Daha koyu
baya reaksiyonu (daha yogun DNA demektir) daha yiliksek absorbans gdsterecektir.
Spektrofotometre bu c¢alismadaki renkli ¢ozeltinin optimal absorbans dalga boyu olan 500
nm’ye ayarlanmasi gerekir. Beer yasasina gore bir ¢ozeltinin konsantrasyonu ile absorbans
arasinda dogrudan bir iliski vardir. Bu iliski A = kc seklinde ifade edilebilir. A = absorbans,
k =cihaz sabiti ve c =konsantrasyon. Kullanacaginiz spektrofotometre hakkinda &l¢iim
sirasinda sizlere bilgi verilecektir. Sizin dogrudan ayarlamaniz gereken ve kullancaginiz
bolgeler asagidaki gibi 6zetlenebilir.

Dalga boyu gostergesi “Wavelength” + veya — tuslan ile calistirilir. Bu tuslar
kullanarak uygun dalga boyunu ayarlaymiz. Ol¢iim modu “absornace” olarak secilmelidir.
Makine dogrudan bu moda c¢alisacaktir. Kiivet yuvasi spektrofotometre kiivetinin
yerlestirildigi ve aletin absorbansi belirlemek {izere 6l¢lim yaptigi bélmedir. Kiivet kondugunda
kapali olmalidir. Kiivet kuvars, cam veya polimer yapidaki kii¢iik kaplardir. Kiivetin 1s181in
gececegi isaretli ylizeyine ¢iplak elle veya herhangi bir nesne ile dokunmayininz. Bu 6l¢iim
dogrulugunu etkileyecektir.

Olgiim i¢in asagidaki islemleri yapiniz.

1. Kor (blank) ¢ozeltiden (tiip 5) 1ml bir kiivete doldurunuz. Kiivetin 6lgiim
yiizeyine dokunmayiniz.
2. Dalga boyunu 500 nm’ye ayarlayarak kiiveti kiivet yuvasina dogru pozisyonda
yerlestirerek kapagi kapatiniz.
3. “Set Ref” tusuna basiniz. Birkag¢ saniye i¢inde absorbans degeri sifirlanacaktir.
Kor tiipli uzaklastirarak test tlipiinii (tiipler 1-4, 6 ve 7) kiivet yuvasina dogru
pozisyonda yerlestirerek kapagi kapatiniz.
5. Ekrandan absorbans degerini okuyunuz.

&



II. DNA Saflagtirmasi (Ekstraksiyonu) ve Miktar Tayini

Yeni kesilmis sigir dalagi veya karacigeri mezbahalardan saglanarak buz iginde laboratuara
nakledilebilir ve asagidaki gibi bir DNA ¢d6zeltisi hazirlamak i¢in kullanilabilir. Dalak ve
karacigerin kullanilig nedeni yiiksek oranda ¢ekirdek materyali ve dolayisiyla DNA i¢ermesidir.
DNA saflandirmasi ve miktar tayini yapmak i¢in asagidaki yolu takip ediniz.

1.

o1

o~

10.
11.

12.

Taze dalak dokusunu kiiciik kiipler seklinde kesiniz (1 cm?®). Yag ve bag dokusunu
ayiriiz, bu dokular agik renklidirler. 40 ml DNA ¢d6zeltisi igin 4 gr dalak kullaniniz (10
ml i¢in 1 gr). Her grup i¢in 40 ml (4 ml) ¢ozeltiye ihtiyag duyulacaktir.

4 gr dalagi seramik havanda iyice doverek parcalayiniz. 40 ml soguk salin sitrat
¢ozeltisini azar azar ekleyerek tekrar karigtirin ve homojen hale getiriniz. Homojenati
birkac tabaka tiilbentten bir behere siizlinliz. Bu islemle nispeten biiyiik doku parcalari
ayrilmis olacaktir.

Homojenati 50 ml santrifiij tiiplerine taksim ediniz (yaklasik 40 ml), santrifiije
koymadan 6nce tartarak dengeleyiniz. Bir silinmez kalem ile tiiplerdeki siv1 seviyesini
isaretleyiniz. Koplik mevcutsa 1-2 dakika bekleyiniz, sonra pastor pipetiyle kopigi
uzaklastirarak boslugu tekrar homojenat ile doldurunuz.

15 dakika 6000 rpm (miimkiinse daha yiiksek) hizda tercihen sogutmali bir santrifiijde
dondiiriiniiz.

Stipernatanti (s1v1 kismi1) uzaklastiriniz.

Her bir santrifijj tlipiine isaretli kisma kadar soguk sitrat-salin tamponunu doldurunuz
ve ¢okeltiyl yeniden siispanse ediniz. Cokeltiyi dagitmak i¢in bir cam ¢ubuk kullaniniz,
tipli kapagi ile birka¢ dakika giiclii bir sekilde calkalaymiz. Tiipleri dengeleyerek
santrifiije koyunuz.

15 dakika 6000 rpm hizda dondiiriiniiz.

Stipernatant1 uzaklastiriniz.

Her tiipe isaretli noktaya kadar 2.6 M NaCl ¢ozeltisi ekleyiniz. Cam ¢ubuk kullanarak
ve sonra gli¢lii calkalama ile ¢okeltiyi ¢6ziiniiz. Tiipleri dengeleyiniz.

15 dakika 6000 rpm hizda dondiiriiniiz.

Stipernatant1 250 ml’lik bir behere dokiiniiz. 1000 ml behere bir buz banyosu yaparak
250 ml beheri igine yerlestiriniz. DNA ¢ozeltisini daima soguk tutunuz.

100 ml buzlukta sogutulmus %95 etil alkolii DNA ¢06zeltisini tasiyan beherin igine
cabucak dokiiniiz, alkol DNA ¢6zeltisinin tist kisminda bir tabaka olusturacaktir. DNA
alkol ve DNA c¢ozeltisi ara yilizeyinde g¢okelecektir. DNA c¢okeltisini gozleyerek
tanimlayimiz.



13.

14.

15.

16.

Bir cam karistirma ¢ubugu kullanarak alkol ile ¢ozelti arasinda olusan ¢okeltiyi
karistiriniz, bu islem sirasinda ¢okelti cam ¢ubuga sarilacaktir. Bu yumak seklindeki
cokelti DNA’dir.Biitiin DNA’nin cam g¢ubuga baglandigindan emin olunuz. Bu
yontemde DNA’nin ne tiir fiziksel 6zellikleri kullanilmistir. So6zgelimi DNA’y1 cam
cubuga sarabilmenizi saglayan fiziksel 6zellik nedir?

DNA’nin bagli bulundugu karistirma g¢ubugunu beherden c¢ikarmniz. Akmasini
saglayarak ve dikkatlice bir emici kagita emdirerek alkolii uzaklastiriniz. Alkoliin
uzaklastirilmast DNA’nin su i¢inde ¢oziilmesini saglayacaktir.

DNA’y1 tastyan cam ¢ubugu 4 ml distile su bulunan bir test tiipiline transfer edin ve su

icinde asag1 yukar1 hareket ettirerek DNA’nin cam c¢ubuktan ayrilmasini saglayiniz.

Tiipii kapatarak DNA c¢ozeltiye gegene kadar giiclii bir sekilde calkalayiniz. Biitiin

DNA’nin ¢oziilmesi i¢in kuvvetli ve uzun siireli ¢alkalama gerekebilir.

Asagidaki seyreltme ve Ol¢lim islemlerini uygulayarak bu cozelti igindeki DNA

konsantrasyonunu belirleyiniz.

a. 6 test tiipiinii 1’den 7’ye dogru isaretleyiniz.

b. 2,3, 4 veS5. tiplere 2 ml distile su koyunuz.

c. 1. ve 2. tiiplerin her birine 1 mg/ml standart DNA stok ¢ozeltisinden 2 ml
ekleyiniz. Tiip 1’1 bir kenara birakimz. Tiip 2’yi karistiriniz.

d. Tiip 2’den tiip 3’e 2 ml ekleyiniz.

Tip 3’1 karistirdiktan sonra 2 ml alarak tiip 4’e koyunuz.

f. Karstirdiktan sonra tiip 4’ten 2ml alarak uzaklastirin. Tip 1’den 5’e kadar
1 mg/ml’den (tiip 1) hic DNA olmayacak (tiip 5) sekilde 2 ml s1vi mevcuttur.

g. Izole ettiginiz DNA ¢odzeltisinden 2 ml tiip 6’ya koyunuz.

h. Tip 7’ye 1 ml izole ettiginiz DNA’dan ve 1ml su koyunuz.

i. Tiplerin igine (1-7) 4 ml Dische ayiraci ekleyiniz ve tiiplerin agzini
buharlasmay1r engellemek i¢in alimunyum folyo ile kapatimz. Simdi
kaynamakta olan suda tiipleri 10 dakika 1sitiniz.

j. Tipleri buzlu suda birka¢ dakika soguttuktan sonra tiip numaralar1 isaretlenmis
spektrofotometre kiivetlerinden her birine 1 ml ekleyiniz. Spektrofotometrede
absorbansi 6l¢gmek i¢in hazir durumdasiniz.

K. Tip 5’1 (distile su + Dische ayiract) 500 nm’ye ayarlanmis spektrofotometreyi
sifirlamak icin kor tiip olarak kullaniniz.

I.  Her tiipii 500 nm’de okuyunuz ve absorbanslari agagidaki bosluga yerlestiriniz

@

Tiip Numaras1 | Absorbans | DNA Konsantrasyonu

1 1.000
2 0.500
3 0.250
4 0.125
5 0 0.000
6

7

m. Tiip 1, 2, 3 ve 4’e ait absorbans degerlerini standart bir grafik kagidinda grafik
haline getiriniz. Absorbans1 dikey eksene, DNA konsantrasyonunu (mg/ml)



yatay eksene yerlestiriniz. Bu standart grafigi saflandirdiginiz DNA
konsantrasyonunu belirlemek i¢in kullaniniz. Bunun i¢in tiip 6 ve 7’ye ait
absorbans degerine karsilik gelen DNA miktarini grafikten belirleyiniz. Burada
hangi konsantrasyondaki DNA’nin bu absorbansi olusturdugu temel ilkesinden
hareket edilmektedir. Degerlerinizi grafige yerlestiriniz

n. 4 ml DNA zengin ¢oOzeltinin 4 g dokudan elde edildigini diisiinerek sigir
dokusundaki DNA yiizdesini hesaplayiniz. Kayitlarinizi bosluga kaydediniz.
Hesaplama i¢in s0yle bir formiil kullanabilirsiniz:

4 ml'deki DNA miktart (mg) x 100
Toplam doku miktar: (mg)

%DNA orant =

Kaynaklar
1. Mertens T. R. ve R. L. Hammersmith. 2001. Genetics. Laboratory Investigations.
Prentice Hall, New Jersey.
2. Levin B. 1994.Genes V. Oxford University Pres, Oxford.
3. W.S.Klug ve M.R.Cummings. 1991. Concepts of Genetics. Macmillan, New York
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Molekiiler Genetik Laboratuvar H. Karakaya K. Ozkul

Kromozomal DNA ve Plazmit DNA’sinin Restriksiyon
Endonukleaz Kesimi ve Agaroz Jel Elektroforezi

Modern molekiiler genetigin gelismesini saglayan iki énemli prosediir DNA’nin restriksiyon
endoniikleazlarla sindirilmesi ve agaroz jel elektroforezidir. Bu iki prosediir DNA’nin 6zgiil
biiyiikliikte fragmentlere kesilmesine ve bir elektrik alan i¢cinde bu fragmentlerin molekiil
agirligina gore ayrilmasina izin vermektedir. Bu prosediirler polimeraz zincir reaksiyonu
(PCR), ters transkripsiyon, plazmit transformasyonu ve klonlama gibi tekniklerle beraber
molekiiler genetigin temelini olusturur.

Restriksiyon endoniikleazlar tanima dizisi olarak adlandirilan 06zgiil DNA
bolgelerinden DNA’y1 diiz (kor ug) veya girintili (yapigkan ug) olarak kesen enzimlerdir.
So6zgelimi restriksiyon endoniikleaz ECORI (saflastirildigi organizmaya gore isimlendirilir) bir
altili niikleotit dizisini girintili olarak keser.

5" -GAATTC-3'
3" -CTTAAG-5’ su fragmentler olusur

5"-G AATTC-3'
3’ -CTTAA G-5'

Diger yandan HindlIII su niikleotit dizisine sahiptir.

5" -AAGCTT-3’
3" -TTCGAA-5' ve su fragmentler olusur:

5"-A AGCTT-3'
3" -TTCGA A-5'

Yine BamHI su niikleotit dizisine sahiptir.

5" -GGATCC-3"
3" -CCTAGG-5" ve su fragmentler olusur:

5’ -G GATCC-3’
37 -CCTAG G-5'

EcoRlI, Hindlll ve BamHI enzimlerinin tanima dizilerinin palindromik (rotasyonal simetrik)
olduguna dikkat ediniz. Tamami degil ama restriksiyon endoniikleazlarin ¢ogu bir palindromik
dizi tizerinde aktivitelerini gosterirler. Restriksiyon endoniikleazlarin diger iki 6zelligi tanima
dizilerinin biiyiikliigii (¢ogu altili veya dortlii niikleotitlerdir) ve bazi restriksiyon
endoniikleazlarin tanima dizilerine metillenmenin etkisidir.

Eger bir restriksiyon endoniikleaz bir altili niikleotit dizisini taniyorsa, bu durumda
genomik DNA’y1 4100 bp araliklarla kesmesi beklenir (Dort farkli niikleotitin altinct giicti
olarak alinir, 4°). Elbette biitiin DNA fragmentleri 4100 bp biiyiikliigiinde olmayacaktir; bazilari
daha kiigiik ve bazilar1 da daha biiyiik olacaktir. Bununla beraber niikleotitlerin rastgele
dagildig1 kabul edilirse ortalama fragment biytikliikleri 4100 bp olmalidir. Bir restriksiyon
endoniikleaz dortlii bir diziyi taniyorsa ortalama 4*=256 bp biiyiikliigiinde fragmentler
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olusturacaktir. Bu bilgi calismak istediginiz DNA fragmentlerinin ortalama biiyiikliiklerini
belirlemede kullanilabilir.

DNA metilasyonu (bir adenin veya sitozin bazina bir metil grubunun baglanmasini
ifade eder) bir restriksiyon endoniikleazin bir DNA’y1 kesmek lizere bir tanima dizisine
baglanip baglanmamasini etkiler. Bazi plazmitlerin DNA’s1 restriksiyon enzimleriyle
sindirilmeye karsi metilasyon ile korunmustur. Eger ¢alisacaginiz DNA metillenmisse
metilasyondan etkilenmeyen bir restriksiyon endoniikleaz kullanmaniz gerekmektedir.

Agaroz jel elektroforez, bir elektrik yiik tarafindan g¢ekilme 6zelligi kullanilarak,
molekiillerin ayrilmasi esasina dayanir. DNA, deoksiriboz omurgasini baglayan fosfat
gruplarindan dolay: negatif bir yiik tasidigr i¢in, bir elektrik alana kondugunda pozitif kutba
dogru hareket eder. Agaroz agarin oldukea saflastirilmis hali olup eritilip katilagtirildigi zaman
icinde DNA’nin hareket ettigi bir porlar agi olusturur. Bunun sonucunda biiyilk DNA
molekiilleri agaroz i¢inde yavas hareket ederken kii¢iik molekiiller daha hizli hareket edecektir.
Bu farkli hareket oranlar1 bir DNA fragment karisimindaki farkli biiyiikliikteki fragmentleri
molekiil agirliklarina gore ayirmak i¢in kullanilabilir. Belli bir DNA’nin molekiil agirligi o
DNA molekiilii i¢inde yaklasik kag¢ niikleotit bulundugunu belirlemede kullanilabilir. [Not:
Halkasal veya dogrusal DNA, siiper sarilma ve tamponun iyonik giicii gibi diger faktorler de
DNA’nin yiirlimesini etkileyebilir. Daha 6te tartismalar i¢in Sambrook ve ark.(1989) tarafindan
yazilmig “Molecular Cloning” adli esere bakabilirsiniz].

Deneyin Amaglar

Bu deneyin tamamlanmasi durumunda sunlar1 yapabiliyor olmalisiniz:
1. DNA’y1 restriksiyon endoniikleaz kullanarak sindirmek {izere bir prosedir
hazirlayabilmek,
2. Restriksiyon endoniikleaz kesimi sonucu olusturulmus DNA fragmentlerini agaroz jel
elektroforez kullanarak ayirmak i¢in bir protokol olusturmak,
3. Bilinen bir molekiil biiyiikliigi standardi ile karsilagtirarak bir DNA fragmentinin
yaklagik biiyiikliglinii hesaplayabilmek.

Elektroforez icin gerekli materyal:
Sinif icin:

1 hassas terazi,

1 sise agaroz,

1 rulo otoklav bandi,

1 UV transilliminator,

1 vorteks karistirici,

1 sise etidyum bromdiir stok ¢ozeltisi (10 mg/ml),

Inkiibator veya su banyosu (37°C),

Farkl1 restriksiyon endoniikleazlar (BamHI, EcoRI ve HindllIl),

Farkl1 10x stok restriksiyon endoniikleaz kesim tamponlari,

1 tiip yiikleme tamponu,

Saf su,

DNA molekiil biiyiikliik isaretleyicisi,

Eger sinif kendi A DNA’sin1 hazirlamayacaklarsa HindlIII ile kesilmis 1.5 pl A DNA’s1. Bu
ornek daha sonra 1.5 pl ylikleme tamponu ve saf su ile 15 pl hacme ayarlanmalidir.
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Her 6grenci grubu i¢in:

1 agaroz jel aparati, tarak ve tepsisi ile beraber,
1 glic kaynagi,

1250 ml erlen,

1 tart1 kabi,

1 spatiil,

2 litre 1x elektroforez tamponu (TBE),

1 100 ml meziir,

1 sicak cisimleri tutmak i¢in eldiven,

1 mikropipet pompasi ve uglar,

1.5 ml Eppendorf tiipleri,

Escherichia coli kromozomal DNA’s1,

A DNA stok ¢ozeltisi veya HindlIII ile kesilmis 1.5 ul A DNA’s1,
Kesilmemis plazmit DNA’s1,

1 tiip yiikleme tamponu,

1 ¢ift plastik veya lateks eldiven.

I. E. coli ve A Kromozomal DNA'sI ve Plazmit DNA’sinin Restriksiyon
Endonikleaz Kesimi

Lamda (A) yaklasik 50 kb biiyiikliigiinde dogrusal ¢ift zincirli bir DNA genomuna sahip bir
bakteriyofajdir. Biiyiikliigii ve metillenmemis formda saglanabilmesinden dolayr lamda
DNA’s1 restriksiyon analizleri igin idealdir. Bu giin HindIII restriksiyon endoniikleaz ile
kesilmis A DNA fragmentlerini analiz edeceksiniz. Ayrica E. coli kromozomal DNA’sin1
BamHI enzimi ile ve bir plazmit DNA’sin1 EcoRI enzimi ile keseceksiniz. Laboratuvar
sorumlusu ilave enzimler de uygulamanizi isteyebilir. Bu durumda grup olarak hangi enzim
kombinasyonunu kullanacaginiz size sdylenecektir.

1. Laboratuvar sorumlusu kimin hangi enzimle veya hangi enzim kombinasyonu (¢ift kesim)
ile calisacagini belirleyecektir. Her biriniz farkli enzim veya enzim kombinasyonlariyla
calisarak elektroforez sonrasinda farkli fragment takimlart (6rneklemeleri) goreceksiniz.
Hangi enzim veya enzim kombinasyonuyla ¢alistiginizi dogru sekilde kaydediniz.

2. Bir mikropipet pompasi kullanarak 10 pl E.coli kromozomal DNA ¢dzeltisini 1.5 ml’lik
Eppendorf tiipiine ekleyiniz.

3. Sonra kullanacaginiz restriksiyon endoniikleazin 10x tamponundan mikropipeti kullanarak
1.5 pl alip DNA’y1 igeren tiipe ekleyiniz ve vorteksleyerek veya parmaginizla sarsarak
karistiriniz.

4. Restriksiyon endoniikleazlar % 30-50 gliserol ¢ozeltisi i¢inde -20°C’de tutuldugunda
stabildir fakat ¢calisma tamponunda degildir. Bu nedenle siz 1. ve 2. basamaklarn yiiriitiirken,
laboratuvar sorumlusu calisir durumdaki enzim ¢d6zeltisini hazirlayacaktir. Bir enzim
cozeltisinin 1 pl’si genellikle 1 {inite enzim aktivitesi gosterir. Bir enzim iinitesi, 1 pug
lamda (A) DNA’sin1 37°C’de 1 saat iginde sindirmek i¢in gerekli enzim miktar1 olarak
tanimlanir.

5. Laboratuvar sorumlusu her grubun tiiplerine uygun enzim ¢ozeltisinden 1 ul ekleyecektir.
(her enzim igin yeni bir pipet ucu kullanilmalidir). Cift kesim i¢in her enzimden 1 pl
kullaniniz. Enzim eklendikten sonra igerigi karistiriniz ve 37°C’de 1 saat inkiibe ediniz.
DNA sindirilirken kisim II’deki kilavuza gore agaroz jelinizi hazirlayimiz.
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1 saatin sonunda Eppendorf tiipiiniin 37°C inkiibator veya su banyosundan ¢ikarin ve 1.5 pl
jel ytikleme tamponu ekleyip karistiriniz. Eger karisimin bir kismi tiipiin duvarinda kaldiysa
yavage¢a benge vurarak dibe ¢okmesini saglayiniz.

Jel elektroforez islemine geginiz.

Lambda kromozomal DNA ve plazmit DNA’sin1 kesmek i¢in yukaridaki 1.-7. basamaktaki
islemleri tekrarlaymiz.

Jelin Hazirlanmasi

0.35 gr agarozu tartarak 150 ml erlen igerisine duvarlara yapismayacak sekilde dokiiniiz.
Sonra 50 ml 1x elektroforez tamponunundan (1x TBE) ekleyiniz. Bu karisim % 0.7 agaroz
orani saglayacaktir. Erlenin agzin1 aliiminyum folyo ile kapatarak bir bunzen bek alevinde
1s1itin1z. Arada bir karigtirarak agarozun homojen kalmasini saglayiniz. Karigim kaynadiktan
sonra erleni dikkatlice sallayarak karistirmiz ve 1sitma islemine agaroz tamamen eriyene
kadar (herhangi bir partikiil gériilmeyene kadar) devam ediniz. (Agaroz jel size hazir olarak
saglanabilir).

Elektroforez aygitinin tepsisini (tray) temizleyerek uclarini kapatiniz. Kapatma tepsinin
orijinal parcalar1 ile olabilecegi gibi plastik olmayan yapiskan bir band ile de olabilir.
Tepsinin bir ucuna yakin bir pozisyona yiikleme oyuklarini saglayacak taragi yerlestiriniz.
Erimis durumdaki agarozu bir su banyosunda 50-55°C’ye kadar sogutunuz. Sonra bir
etidyum bromiir stok ¢ozeltisinden (10 mg/ml) 2 pl ekleyerek karistirip homojen olarak
dagilmasini saglaymiz. (Not: Etidyum bromiir bir DNA aralayic1 ajan olup mutajenik ve
karsinojeniktir. Bu nedenle gerek dogrudan etidyum bromiir ile ¢alisirken veya etidyum
bromiir iceren materyalle ¢alisirken daima eldiven kullaniniz).

Etidyum bromiir karistirilmis agarozu, hazirlanmis ve diiz bir zemine yerlestirilmis olan
elektroforez tepsisine dikkatlice dokiiniliz. Karigimin jel haline gelmesi i¢in bekleyiniz. Bu
stire ortam sicakligina bagl olarak 30 dk kadar siirebilir.

Jel olustuktan sonra tepsinin kapatilan uglarin1 agarak 1x elektroforez tamponu ile
doldurdugunuz elektroforez tanki i¢indeki yerine yerlestiriniz. Jelin ylizeyi tampon ile
tamamen kaplanmis olmalidir.

Jelin icine yerlesik olan ve elektroforez aygitinin negatif kutbu tarafindaki tarag: dikkatlice
cekerek c¢ikariniz. Oyuklar daha seffaf alanlar olarak goriiliir.

: Jelin YUklenmesi ve Jel Elektroforez

Jel oyuklarina 20 pl kadar yiikleme yapabilirsiniz. Restriksiyon endoniikleazlarla kesilmis
ve kesilmemis kromozomal ve plazmit DNA o6rneklerinizden 10 pl alarak 1.5 pl 10x
yikleme tamponu ve 3.5 ul saf su ekleyiniz. DNA ¢o6zeltisi ile ylikleme tamponunu
mikropipet uglan ile iyice karigtiriniz. Bu basamakta jele yliklenecek biitlin 6rnekler ayni
sekilde hazirlanmalidir. Bunlar HindIIl kesilmis A DNA, kesilmemis A DNA, BamHI
kesilmis E. coli kromozomal DNA, kesilmemis E. coli kromozomal DNA, kesilmis ve
kesilmemis plazmit DNA’laridir. Kesilmemis DNA orneklerinden ne kadar yiiklemeniz
gerektigini laboratuar gorevliniz size sdyleyecektir.

Yiikleme tamponu ilave edilmis bu karisimi mikropipet ile cekiniz. Cekme islemi
tamamlandiginda pipetin ucunda hava boslugu kalmamalidir.
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Sonra pipetin ucunu oyuklardan birinin kenarina dokunacak pozisyona getirerek pipetin
pompasini bastirarak DNA ¢6zeltisinin oyugun i¢ine bosalmasini saglayiniz. Pompay1 ne
cok hizli nede ¢ok yavas bastirmamaniz gerekir.

Diger 6rnekleriniz i¢in de ayni islemleri tekrarlayiniz.

Yiikleme tamamlandiktan sonra gii¢ kaynagina bagli olan elektroforez aygitinin kapagini,
dogru bir sekilde yerlestiriniz. Negatif kutup (siyah renkli) jelin DNA’nin yiiklendigi
tarafinda pozitif kutup (kirmizi renkli) ise uzak tarafinda olmalidir.

Gii¢ kaynaginda akim giiclinii 70 mA-100 mA arasinda bir degere ayarlayiniz.

Baglama diigmesine basarak elektroforezi baslatiniz. Bu diizenekte DNA molekiilleri
pozitif kutba dogru hareket edeceklerdir (yliriiyeceklerdir). Belli bir siirenin sonunda daha
kiiciik DNA molekiilleri pozitif kutba dogru daha uzun bir yol almis olacaklardir. Yiirtitme
islemini en az 1 saat siirdiiriiniiz.

IV: Jelin Goruntilenmesi

1.

Yiiriime islemini yiikleme tamponu iginde bulunan iki farkli boyayr gozleyerek takip
edebilirsiniz. Ondeki boya sona yaklastiginda giic kaynagm durdurunuz, elektroforez
aygitinin kapagini aciiz. Eldivenlerinizi giyiniz ve tampon ic¢indeki jeli tepsiyle beraber
aliniz. Jelin kaygan oldugunu unutmayiniz.

Jeli tepsiden kaydirarak 256 nm veya 312 nm dalga boyunda 151k iireten transilliiminatoriin
cam tablasina yerlestiriniz.

Transilliiminatoriin cam koruma levhasi varsa onu jelin tizerine kapatiniz veya UV 1sinlarini
gecirmeyen bir gozliik ya da yiizli koruyan bir cam koruyucu kullaniniz.

Sonra transilliiminatoriin diigmesine basarak UV i1sinlarinin  salinmasin1 saglayimniz.
Etidyum bromiir ile muamele edilmis durumdaki DNA molekiillerini tagiyan jel bolgeleri
parlak renkli olarak goriilecektir. Her bir oyuktaki farkli biiyiikliikteki DNA molekiillerinin
(bandlarin) ne kadar yol aldigin1 gorebileceksiniz.

Her bir yoldaki DNA bandlarini dikkatlice inceleyerek bu DNA 6rneklerinin gériintimleri
arasindaki farklari not ediniz. Miimkiin olabildigi takdirde laboratuar gorevliniz
elektroforez jel ortaminin fotografini ¢ekerek birer kopyasini size verecektir.

A DNA’smin HindlIl kesimi sonucu olusan fragmentlerin gergek biiyiikliikleri size
verilecektir. Bu bandlarin biiytikliikleri ile karsilagtirarak biiyiikliigiinii bilmediginiz diger
bandlarin biiyiikliiklerini tahmin edebilirsiniz.

Degerlendirme Sorulari

1.

ook~

Hangi restriksiyon endoniikleazlar1 kullandiniz ve bu restriksiyon endoniikleazlar A ve
E.coli kromozomal DNA’sindan ve plazmit DNA’sindan ne kadar fragment olusturmustur?
A kromozomal DNA’s1 farkli enzimlerle kesildiginde bandlarin biiytikligii ayn1 midir?
Nigin?

E. coli kromozomal DNA’s1 ile A kromozomal DNA’sinin olusturdugu bandlanmanin nasil
bir fark: vardir? Bu farki nasil agiklayabilirsiniz?

Bandlarin farkli uzakliklara gocii i¢in nasil bir agiklama getirebilirsiniz?

Jel icindeki DNA nicin normal 1s1kta degil de UV 1sikta parlak goriiliir?

Kullandiginiz restriksiyon endoniikleaz enzimlerinin DNA’y1 hangi siklikta kestigini
terorik olarak hesaplayiniz. Hesapladiginiz band biiyiikliiklerinden sapmalar var midir?
Nigin?
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Cozeltiler
Etidyum bromiir ¢ozeltisi: (10 mg/ml).

10x elektroforez tamponu (10x TBE):

Tris baz 108 gr
Borik asit 55 gr
0.5 M EDTA (pH 8.0) 40 ml

Son hacim su ile 1000 ml’ye tamamlanur.

Yiikleme tamponu:

Ficoll 400 05¢r
Glycerol 0.5¢r
% 0.1 Bromfenol mavisi 0.5 ml

% 0.1 Ksilen siyanol FF 0.5ml

Son hacim su ile 5 ml’ye tamamlanir.

10x restriksiyon endoniiklez reaksiyon tamponu: Uretici firma tarafindan saglanir.

Kaynaklar

1. Mertens T. R. and Hammersmith R. L. (2001). Genetics. Laboratory Investigations. 12th
ed. Prentice Hall, New Jersey

2. Sambroock, J., Fritsch E. F. and Maniatis T. (1989). Molecular Cloning: a laboratory
manual. 2nd ed. Cold Spring Harbor, New York.
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Molekiiler Genetik Laboratuvar H. Karakaya K. Ozkul

Plazmit DNA’sinin Restriksiyon Haritalamasi

Farkl restriksiyon endoniikleazlar tarafindan olusturulan farkli DNA fragmentleri DNA’nin
haritalanmasinda kullanilabilir. Sonugta bir DNA molekiili {izerindeki restriksiyon
endoniikleaz tanima dizisi pozisyonlar1 belirlenebilir. Restriksiyon haritas1 olarak
isimlendirilen bu harita rekombinant DNA islemlerinde son derece dnemli bilgiler sunar.
Sozgelimi, 2000 bp biiytikligiindeki bir DNA molekiilii EcoRI veya HindIII ile kesildiginde
asagidaki jel semasinda gosterilen fragmentleri olusturmustur.

EcoRlI Hirdlll

1000

600 .
00—
150 >

Bu durumda EcoRI ii¢ fragment (1350, 500 ve 150 bp biiyiikliigiinde) ve HindIII {i¢ fragment
(1000, 600 ve 400 bp biyiikliigiinde) olusturmustur. Bu fragmentler tek baslarina DNA
dizisinin haritalanmasi i¢in yeterli bilgi saglamaz. Bunun yaninda “¢ift kesim” yapilmali, ECORI
fragmentleri Hindlll ile Hindlll fragmentleri de EcoRI ile kesilmelidir. Bu sekilde yapilan
kesimler sonucu elde edilmis olan fragmentler asagida sematik olarak gosterilmektedir.

500 bp EcoR| 1350 bp EcoRl 150 bp EcoR|
Hindll ile Hindll ile Hindlll ile

1000—*

_’ .1
600 bp Hindlll 100 bp Hindll 400 bp Hindlll
EcoRl ile EcoRlile EcoRlile
1000—
B0 — | e— NG [
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500 bp EcoRlI ve 150 bp EcoRI fragmentleri ayni kaldigi i¢in bu fragmentler {izerinde
HindIII tanima dizisi yoktur. Diger yandan 1350 bp EcoRI fragmenti HindIII tarafindan 1000,
250 ve 100 bp ii¢ fragmente kesildigine gore bu fragment iginde iki adet HindIII tanima dizisi
vardir. 600 bp Hindlll fragmenti EcoRI tarafindan bir defa kesilir ve 500 ve 100 bp fragmentler
olusturur. Bu durum 500 bp EcoRI fragmenti ile 600 bp HindIIl fragmentinin ¢akistigini
gostermektedir. Yine 1350 bp EcoRI fragmenti 600 bp HindIII fragmenti ile 100 bp’lik bir
bolgede ¢akismakta, ayrica 1000 ve 400 bp HindIII fragmentiyle de ¢akismaktadir. 1350 bp
EcoRI fragmenti HindIII ile kesildiginde 250 bp fragment olustuguna gore 400 bp HindllI
fragmentiyle de cakisiyor olmasi gerekir. 400 bp Hindlll fragmenti EcoRI ile kesildiginde 150
bp bir fragment olusur, dyleyse bu fragment 150 bp EcoRI fragmenti ile cakismalidir. Bu
bilgiler kullanilarak bir sdyle bir restriksiyon haritasi olusturulabilir:

EcoRl tanima bélgeleri

500 1350 150

GO0 1000 400

Hindlll tamima bdlgeleri

Ayrica restriksiyon endoniikleaz tanima dizilerinin DNA molekiilii lizerindeki yaklasik
pozisyonlar1 da belirlenebilir:

EcoRl (500} EcoRl {1850)

1 ' | : | 2000

Hindll (600) Hindlll (1600}

Yukaridaki diyagramlar izole edilen fragmentlerin yeniden ikinci bir enzimle kesimi
esasina dayali basit bir restriksiyon haritalama Ornegini gostermektedir. Ancak gercek
uygulamalarda bu yaklagim takip edilmez. Bunun yerine ii¢ reaksiyon tiipii hazirlanir: biri
EcoRI igeren, digeri HindIIl igeren ve tglinciisii es zamanl olarak ¢ift kesimin olusabilmesi
icin ECORI ve HindlIII enzimlerinin her ikisini de i¢eren tiipler. Sonugta bu her ii¢ reaksiyon
sonucu olusan fragment biiyiikliikkleri karsilastirilarak bir restriksiyon haritasi olusturulur.
Boyle bir elektroforez jelinin sematik goriiniimii s6yle olacaktir:

2000 bp DMNA 2000 bp DMA - 2000 bp DNA

EcoRlile Hindlllile  EcoRN Hindlll ile
bp
1350 — —
1000 ——
A00 — —
250 — —
100 —» —
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Deneyin Amaci

Bu deneyin tamamlanmasi1 durumunda sunlar1 yapabiliyor olmalisiniz:

1.

e Bir organizmanin DNA’sinin haritalanmasinda restriksiyon endoniikleazlar tarafindan
olusturulmus fragmentlerin nasil kullanilabilecegini tanimlayabilmek.

e Halkasal bir DNA molekiiliiniin restriksiyon haritasini yapmak iizere bir deney
tasarlayabilmek.

Restriksiyon Fragmentlerinin Olusturulmasi ve Jel Elekiroforez

Size saglanacak bir plazmit DNA stokunu (pSDG37) kullanarak {i¢ ayr1 test tiipii icinde ii¢
restriksiyon endoniikleaz kesimi gerceklestiriniz: Plazmit DNA’si-EcoRI kesimi, plazmit
DNA’s1-HindIll kesimi ve plazmit DNA’s1-EcoRI/Hindlll ¢ift kesimi. Bunun igin asagidaki
stireci takip ediniz.

1.

Laboratuvar sorumlusu hangi enzimle veya hangi enzim kombinasyonu (¢ift kesim) ile
calisacaginiz1 belirleyecektir. Bu ¢alismada ECORI ve Xbal enzimlerini kullanacaksiniz.
Hangi enzim veya enzim kombinasyonuyla ¢alistiginizi dogru sekilde kaydediniz.

Bir mikropipet pompasi kullanarak 10 ul plazmit DNA (pSDG37) ¢ozeltisini 1.5 ml’lik
Eppendorf tiipiine ekleyiniz.

Sonra kullanacaginiz restriksiyon endoniikleazin 10x tamponundan mikropipeti kullanarak
1.5 ul alip DNA’y1 igeren tiipe ekleyiniz ve vorteksleyerek veya parmaginizla sarsarak
karigtirmiz. Cift kesim reaksiyon karisimina hangi enzimin tamponunun eklenecegi
kararlagtirilmalidir. Bazi tampon sartlarinda bazi enzimler c¢alismayabilir ya da
beklenmedik spesifik olmayan kesimler yapabilir. Laboratuvar sorumlusu uygun tampon
stokunu saglayacaktir.

Restriksiyon endoniikleazlar % 30-50 gliserol ¢ozeltisi iginde -20°C’de tutuldugunda
stabildir fakat ¢caligma tamponunda degildir. Bu nedenle siz 1. ve 2. basamaklari ytirtitiirken,
laboratuvar sorumlusu ¢alisir durumdaki enzim ¢ozeltisini hazirlayacaktir. Ya da kullanima
hazir enzim stokunu saglayacaktir.

Laboratuvar sorumlusu her grubun tiiplerine uygun enzim ¢ozeltisinden 1 ul ekleyecektir.
(her enzim i¢in yeni bir pipet ucu kullanilmalidir). Cift kesim i¢in her enzimden 1 pl
kullaniniz. Son hacminizin 15 pl olmasini saglaymiz. Bunun i¢in eksik kalan hacmi saf su
ile tamamlamaniz gerekir. Enzim eklendikten sonra igerigi karigtiriiz ve 37°C’de 1 saat
inkiibe ediniz. Inkiibasyon siiresini daha uzun tutmak miimkiindiir.

1 saatin sonunda Eppendorf tiipiiniin 37°C inkiibator veya su banyosundan ¢ikarin ve 1.5 pl
jel ytikleme tamponu ekleyip karistiriniz. Eger karisimin bir kismi tiipiin duvarinda kaldiysa
yavage¢a benge vurarak dibe ¢okmesini saglayiniz.

Jel elektroforez islemine ge¢iniz. Daha 6nce uyguladiginiz gibi agaroz jel elektroforez
uygulayiniz. Standart DNA “marker”ini ilk kuyucuga veya son kuyucuga ya da ilk ve son
kuyucuga yiikleyiniz. ikinci kuyucuga kesilmemis pSDG37 DNA’siny, iigiincii kuyucuga
EcoRI ile kesilmis pSDG37 DNA’sin1, dordiincii kuyucuga HindIIl kesilmis pSDG37
DNA’sm1 ve besinci kuyucuga da ECORI/HindIII ¢ift kesilmis pSDG37 DNA’si yiikleyin
ve yeterli bir siire yiiriitiin (70 mA’de 90 dk).

Yiiriitmenin sonunda elektroforez jelinizi u.v. 151k altinda inceleyiniz. Olusan bandlarin
biiyiikliiklerini tek tek marker ile karsilastirarak belirleyiniz. Eger miimkiin ise jel
goriintiistinii fotograflayiniz.

Tek kesim fragmentlerini ve c¢ift kesim fragmentlerini karsilastirarak bir restriksiyon
haritas1 olusturunuz.
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10. Haritanmiz1 asagidaki bosluga ciziniz. Fragment biiyilikliiklerini ve restriksiyon yaklasik
kesim endoniikleazlarin pozisyonlarini yaklasik gosteriniz.

Plazmitler halkasal DNA molekiilleridir. Bir restriksiyon enzimi bir plazmit DNA’sin1 tek
bir bolgeden kestiginde tek bir fragment, iki bolgeden kestiginde ise iki fragment olusacaktir.
Dogrusal DNA molekiillerinde ise fragment sayist kesme sayisinin bir fazlasidir.
Degerlendirmenizde bu durumu goz 6niinde bulundurunuz.

Kaynaklar

1. Mertens T. R. and Hammersmith R. L. (2001). Genetics. Laboratory Investigations. 12th

ed. Prentice Hall, New Jersey
2. Sambrook, J., Russell, D.W., (2001). Molecular cloning a laboratory manual. Third Edition.
Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, New York.
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Molekiiler Genetik Laboratuvar H. Karakaya K. Ozkul

Gen Ekspresyonunun Gozlenmesi: Escherichia coli
hicrelerinde B-Galaktosidaz Sentezi

Bir genin faaliyeti morfolojik ve fizyolojik son iiriiniin nicel degisimlerinin gézlemlenmesi
yoluyla dolayli olarak ¢alisilir. Genler, proteinlerin (enzimlerin) sentezini yonettigine gore gen
ekspresyonunu gozlemeyi hedefleyen deneyler, belli bir genin faaliyeti sonucu iiretilen bir
enzimi dogrudan takip etmek iizere tasarlanabilir. Bu deneyde bir mutant genin Escherichia
coli hiicreleri i¢indeki B-galaktosidaz enzim aktivitesine etkisi ve bu genin yabani tipine sahip
hiicrelerde farkli besin ortamlarindaki faaliyetleri calisilacaktir. Bu deneye hazirlanirken, gen
ekspresyon mekanizmasi ve diizenlenmesini agiklayan bir kaynaktan ilgili biyokimyasal yol ve
kavramlar1 incelemeniz tavsiye edilir.

l. Giris

Lac* ve indiiklenebilir olan bir E. coli kiiltiirii eger enzimin substrati olan laktoz varliginda
retilirse yiiksek bir B-galaktosidaz aktivitesi gosterir. Laktoz (allolaktoz) P-galaktosidaz
enziminin sentezini uyararak bir indiikleyici olarak is gortir. Ayni bakteri nutrient broth gibi bir
zengin besiyerinde {retilirse farkli enerji ve karbon kaynaklari (6rnek glukoz)
kullanilacagindan 3-galaktosidaz iiretilmeyecektir. Eger zengin besiyerinde iiretilmis bu tip bir
organizma, laktozun tek karbon kaynagi olarak saglandigi bir besiyerine transfer edilirse bir lag
evresinden (gecikme) sonra iissel gelisme baslayacaktir. Buna karsin zengin besiyerinde
iretilmis ve laktozun tek karbon kaynagi olarak saglandigi minimal besiyerine transfer edilmis
Lac™ E. coli hiicreleri B-galaktosidaz iiretmeyecektir.

Lac™ bakterilerin tek karbon kaynagi olarak laktozun bulundugu bir ortamda tiremesini
bekler misiniz? Agiklaymiz:

B-galaktosidaz sentezinin aranmasi i¢in tam bir genotipe (lac*) sahip bakteriyle bir
indiisere (Laktoz) ve bir subtrata (o-nitrofenol-3-D-galaktosid, ONPG) ihtiyag¢ vardir. Substrat
(ONPG) enzim tarafindan pargalanir ve sar1 renkli o-nitrofenol bilesigi olusur. Nitel bir o-
nitrofenol gdzlemi ¢iplak gozle yapilabilse de a¢iga ¢ikan o-nitrofenolun miktariin nicel olarak
belirlenmesi 420 nm’de spektrofotometrik olarak gerceklestirilebilir. 420 nm o-nitrofenoliin
maksimum absorbans gosterdigi bir dalga boyudur.

Bu deney iki asamal1 bir deneydir. Her iki asamay1 da yiiriitebileceginiz gibi sadece ilk
asamay1 da yiiriitebilirsiniz. Bu konuda laboratuar sorumlunuz size bilgi verecektir.

Deneyin birinci asamasinda farkli besin kaynaklariyla desteklenmis minimal
besiyerinde Lac™ ve Lac™ E. coli hiicrelerinin B-galaktosidaz aktivitesini belirleyerek gen
ekspresyon diizeylerini belirleyeceksiniz. Ikinci asamada ise yine farkl1 besin ortamlarinda belli
bir zaman boyunca p-galaktosidaz aktivitesinin ve dolayisyla zamana bagli ekspresyon
diizeyini ve ekspresyon diizeyi ile populasyon biiyiikliigli arasindaki iligkiyi belirleyeceksiniz.
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Deneyin Amaclari

Bu deneyin tamamlanmasiyla 6grenci sunlar1 yapabiliyor olmalidir:

1.

2.

Escherichia coli hiicresinde [3-galaktosidaz enziminin sentezini nicel olarak gosteren bir
deney plan1 yapabilme ve,

Bu deneyden elde edilen verileri kullanarak B-galaktosidaz aktivitesi ile bakteriyel
gelisme arasindaki iligkiyi anlatan 6zet bir rapor yazabilme.

Deney icin gerekli malzemeler:

= Karbon kaynag olarak laktozda gelisebilen Lac™ E. coli susu

= Zengin besiyerinde gelisen Lac™ E. coli susu

= Zengin besiyerinde gelisen Lac™ E. coli susu

= Zengin besiyeri (nutrien broth)

= Minimal besiyeri (Bu deneyin III. boliimiinde nutrient broth ve minimal besiyeri
igerikleri verilmistir)

= 6 adet 250 ml Erlen

= 5 ml pipetler

= 1 ml pipetler

= 37°C inkiibator veya calkalayici su banyosu

= Damlalikli kaplarda toluen

= Notral 0.25 M sodyum fosfat iginde hazirlanmig 0.013 M o-nitrofenol-3-D-
galaktopiranosid (ONPG) stoku

= 1M NaxCO3

= Safsu

» ki adet spektrofotometre. Biri 600 nm’de digeri 420 nm’de 6l¢iim yapmak igin

= Spektrofotometre kiivetleri

=  Yarn logaritmik grafik kagidi

II. Islem

Asama 1:Besin kaynagi ve genotipe bagh gen ekspresyonu

1.

2.

Deneyden bir gece 6nce Lac* E. coli susu ve Lac™ E. coli susunun her birini nutrient
broth ve laktoz eklenmis ikiser adet 50 ml M63 minimal besiyerine ekiniz.
Ekim i¢in her bir besiyerine ya 6ze ile orta biiylikliikte birer koloni veya 10 pl stvi kiiltiir
ekleyiniz. Canl kiiltiirlerle ¢alisirken size gosterilen sekilde steril sartlar1 saglamaniz
gerekir. Ekim sonrasinda dort farkli erlende dort farkl kiiltiiriiniiz olmali:

a. % 0,8 Nutrient broth igeren M63 besiyerine ekilmis Lac- E. coli kiiltiiri,

b. % 1,0 Laktoz iceren M63 besiyerine ekilmis Lac- E. coli kiiltiirii

c. % 0,8 Nutrient broth igeren M63 besiyerine ekilmis Lac+ E. coli kiiltiirii ve

d. % 1,0 Laktoz iceren M63 besiyerine ekilmis Lac+ E. coli kiiltiird.
Siv1 kiiltiirlerinizi 37°C de yiiksek bir hizda (~225 rpm) karistirarak gece boyu inkiibe
ediniz.
Ertesi gilin laboratuvarda dort erlenin her birinden bir test tiipiine 1 ml kiltiir transfer
ediniz, her birine bir damla toluen ekleyiniz ve gii¢lii bir sekilde calkalayiniz. Sonra
enzimin substrat1 olarak 0.200 ml 0.013 M ONPG ekleyip karistirarak reaksiyonu
baslatiniz. Bu tiipleri 20 dakikadan daha fazla olmamak iizere veya sar1 bir renk
goriilene kadar 37°C’de inkiibe ediniz. Sonra reaksiyonu 2.70 ml 1 M Na>COs3 ekleyerek
durdurunuz. 420 nm’de her bir tiipteki ¢ozeltinin optik yogunlugunu belirleyiniz ve
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Tablo 1’in A siitununa kaydediniz. Reaksiyonun baslamasiyla (to) bitisi (t1) arasinda
gecen zamani tablodaki ilgili boliime yaziniz.

5. Her erlenden tekrar 1 ml alarak 2.70 ml 1 M Na>COs ¢ozeltisi ve 0.30 ml su ekleyiniz.
Karistirmiz. Her bir tiipii ilgili kiiltiir i¢in kor tlip olarak kullanimiz. 420 nm’de optik
yogunlugu belirleyerek tabloda B siitununa ekleyiniz. Sonra bu degeri ONPG igeren
ilgili tiipiin degerinden ¢ikariniz ve tabloya kaydediniz.

Tablo 1: Gen Aksiyonu ile ilgili deneye ait veri kayitlar

Spektrofotometrik
Olciimler (Absorbans, A42) Zaman (dk)
A B Reaksiyon
Kiiltiir . 1ml 1ml AHSTY
Fenotip Fark siiresi:
Sartlari Deneysel | Kontrol (A-B) (tr-to)
420 nm | 420 nm i
% 0,8 Nutrient Broth
Lac E.coli 1<;erené\/e[§i3y é\:[imlmal
ssu % 1 Laktoz iceren M63
Minimal Besiyeri
% 0,8 Nutrient Broth
Lac* E.coli 1Qerené\gs6i3y é\;[ilmmal
stist % 1 Laktoz igeren M63
Minimal Besiyeri

6. Su anda -galaktosidaz aktivitesini hesaplamak i¢in hazirsiniz. Sonuglart her 6rnekteki
enzim aktivitesi olarak ifade edeceksiniz. Bir enzim iinitesi her dakikada 1 mmol o-
nitrofenol tiretecek enzim miktari olarak tanimlanabilir. Bu deneyde kullanilan substrat
ONPG’dir ve B-galaktosidaz enzimi tarafindan o-nitrofenol olusturacak sekilde hidroliz
edilmektedir. Bu bilesik sar1 renklidir ve 420 nm 15181 maksimum olarak absorbe eder.
Bir milimol o-nitrofenol 420 nm’de 0.004 optik yogunluk (absorbans) gosterdigi igin
spektrofotometrik okuma verileri kullanilarak olusturulan o-nitrofenol miktart milimol
olarak belirlenebilir.

a. Simdi bu bilgiyi ve Tablo 1’deki verileri kullanarak Tablo 1’deki dort 6rnegin
her birindeki o-nitrofenoliin mmol miktarin1 bulunuz. Bilgileri asagidaki

bosluga kaydediniz.
1) 3)
2) 4)

b. Bu kadar milimol o-nitrofenol iiretilmesi igin gerekli zamani bildiginize gore
dort ornegin her biri i¢in {iretilen enzim {initesi sayisini hesaplaymiz ve
asagidaki bosluga kaydediniz.

1) 3)
2) 4)

c. Basamak 4’de toluen eklenmis E. coli hiicreleri nig¢in giiglii bir sekilde
calkalanmistir? Toluenin islevi nedir?
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Asama 2:Besin kaynagi, genotip ve zamana bagh gen ekspresyonu

1. Deney baslamadan 6nce size 4000 g’de 10 dakika santrifiij edilerek karbon kaynagi
icermeyen steril minimal besiyerinde konsantre edilmis {i¢ adet bakteri kiiltiirii
saglanacaktir. Bu bakteri kiiltiirleri 600 nm’de 0.100 absorbans gdstermesi i¢in yeterli
miktarda (yaklasik 100 ml) minimal besiyeri i¢inde siispanse edilmis durumdadir.

2. Her kiiltiirii Erlenler iginde iki esit parcaya ayiriniz. Canli kiiltiirlerle ¢alisirken size
gosterilen sekilde steril sartlart saglamamz gerekir.

3. Her ¢ kiltirin bulundugu erlenlerden birine karbon kaynagi olarak %1 son
konsantrasyonda laktoz ekleyiniz. Her Kkiiltiire ait ikinci erlene ise %0.8 son
konsantrasyonda nutrient broth ekleyiniz.

4. Simdi alt1 erlenin her birinden 1ml 6rnek aliniz.

a.

b.

1 ml 6rnegi spektrofotometre kiivetine transfer ediniz ve 600 nm’de absorbansi
okuyarak Tablo 1’in A siitununa kaydediniz.

Her erlenden 1 ml diger bir test tiipiine transfer ediniz, her birine bir damla
toluen ekleyiniz ve giiclii bir sekilde calkalayiniz. Sonra enzimin substrati olarak
0.200 ml 0.013 M ONPG ekleyiniz. Karistiriniz. Bu tiipleri 20 dakikadan daha
fazla olmamak iizere veya sar1 bir renk goriilene kadar 37°C’de inkiibe ediniz.
Reaksiyonu 2.70 ml 1 M Na2COs ekleyerek durdurunuz ve zamani Tablo 1’deki
ayrili siituna kaydediniz. 420 nm’de ¢dzeltinin optik yogunlugunu belirleyiniz
ve Tablo 1’in B siitununa kaydediniz.

Her erlenden 1 ml alarak 2.70 ml 1 M Na>COg ¢ozeltisi ve 0.30 ml su ekleyiniz.
Karistiriiz. Her bir tiipii ilgili kiiltiir i¢in kor tiip olarak kullaniniz. 420 nm’de
optik yogunlugu belirleyerek tabloda C siitununa ekleyiniz. Sonra bu degeri
ONPG igeren ilgili tiiplin degerinden ¢ikariniz.

Tablo 1: Gen Aksiyonu ile ilgili deneye ait veri kayitlari

Spektrofotometrik Olciimler (A420)
Resiispanse A B C Reaksiyon
Baslangi¢ o . 1mi 1mi
e edilmis 1mil Fark Zamani
Kiiltiir Sartlan Kiiltiir 600 nm | Deneysel | Kontrol (B-C)
420 nm | 420 nm
. 1
Nutrient 0
broth’ta %1 Ig ktoz
Ereéglr?;il‘jc %0.8 nutrient
' ? broth
3
Laktoz i¢inde %1 laktoz
tretilmis Lac* 4
E. coli susu %0.8 nutrient
broth
Nutrient >
0,
broth’ta %1 ngtoz
. et .
Ereé:)llr?gl‘fc %0.8 nutrient
' ? broth
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5. Suanda -galaktosidaz aktivitesini hesaplamak i¢in hazirsiniz. Sonuglar1 her 6rnekteki
enzim aktivitesi olarak ifade edeceksiniz. Bir enzim iinitesi her dakikada 1 mmol o-
nitrofenol iiretecek enzim miktari olarak tanimlanabilir. Bu deneyde kullanilan substrat
ONPG’dir ve enzim tarafindan o-nitrofenol olusturacak sekilde hidroliz edilmektedir.
Bu bilesik sar1 renklidir ve 420 nm 15181 maksimum olarak absorbe eder. Bir milimol o-
nitrofenol 420 nm’de 0.004 optik yogunluk (absorbans) gosterdigi igin
spektrofotometrik okuma verileri kullanilarak olusturulan o-nitrofenol miktart milimol
olarak belirlenebilir.

a.

Simdi bu bilgiyi ve Tablo 1°deki verileri kullanarak Tablo 1°deki alt1 6rnegin
her birindeki o-nitrofenoliin mmol miktarint bulunuz. Bilgileri asagidaki
bosluga kaydediniz.

1) 4)
2) 5)
3) 6)

Bu kadar milimol o-nitrofenol iiretilmesi i¢in gerekli zamami bildiginize gore alti
ornegin her biri i¢in iiretilen enzim iinitesi sayisin1 hesaplayiniz ve asagidaki
bosluga kaydediniz.

1) 4)
2) 5)
3) 6)

Basamak 4b’de toluen eklenmis E. coli hiicreleri nigin giliglii bir sekilde
calkalanmustir? Toluenin islevi nedir?

6. Her kiiltiir icin basamak 4’deki islemleri 100 dakika boyunca 20 dakikada bir
tekrarlayiniz. Verileri Tablo 2’ye kaydediniz. Yada nutrient broth’da iiretildikten sonra
laktoz minimal besiyerine eklenen kiiltiiriin iissel gelisme fazina ulasana kadar 20
dakikada bir bu islemleri tekrarlayiniz.

Ne zaman issel gelisme fazina ulasildigini nasil anlayacaksiniz?
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Tablo 2: Alt1 kiiltiiriin 100 dk boyunca 20 dakikada bir yapilan spektrofotometrik dl¢timleri

20. dk 40. dk 60. dk 80. dk 100. dk
Kiiltir Okumasi Okumasi Okumasi Okumasi Okumasi
A B C| A B C|A B C| A B C|A B C
1
2
3
4
5
6

Bu okumalardan elde edilen verilerin tamamin1 Tablo 2’ye kaydediniz. Basamak 5’deki
hesaplamalar1 her veri grubu icin (40. 60. 80. ve 100. dakika verileri) tekrarlayiniz, her bir
zaman ic¢in her bir kiiltiiriin enzim aktivite miktarlarin1 hesaplaymiz. Verileri Tablo 3’e

kaydediniz.

Tablo 3: Alt1 kiiltiirden her birinin farkli zaman araliklarinda sahip oldugu 3-galaktosidaz enzim
linitesi sayilari

o Zaman (dk)
Kiiledir 20 40 60 80 100

1

2

3

4

5

6

Her alt kiiltiir i¢in optik yogunlugu logaritmik olarak grafikleyiniz. Zamana karsi
gelismeyi ve enzim aktivitesini gosteriniz. Her egriyi belirgin sekilde ¢iziniz. Bu grafikler
deney raporunuza eklenmelidir.

Karbon kaynagi olarak laktozda gelisen kiiltiirlere ait spektrofotometrik verileri
kullanarak enzim aktivitesi ile gelisme hizin1 karsilastirimiz. Gen fonksiyonu bakimindan
degerlendirerek bu karsilastirmanin kisa bir 6zetini yaziniz:
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IT1. Ek Oneriler

1. E. coli igin bir minimal besiyeri (sadece karbon kaynagi eksik) asagidaki gibi

hazirlanabilir. Bu besiyeri M63 minimal besiyeridir.

10 x M63 tuzlar:

KH2PO4 30 gr

K2HPO4 70 gr

(N H4)2SO4 20 ar
Tuzlar erittikten sonra ayr1 stok olarak hazirlanmis 1 mg ml-1 FeSO4 ¢ozeltisinden 5
ml ekledikten sonra hacmi 1000 ml’ye tamamlaymiz ve 121°C’de 15 dakika
otoklavlayniz.

1 x M63 minimal besiyeri

100 ml 10 x M63 tuzunu pH’sin1 7.4’e ayarladiktan sonra distile su ile 1000

ml’ye tamamlayarak otoklavlaymiz. Otoklavdan ¢iktiktan sonra ayri olarak

sterillenmis olan 1 M MgSOs stok ¢ozeltisinden 0.100 ml ekleyiniz.
Tuz ¢6zeltisinin pH’sin1 7’ye ayarlayiniz ve sonra otoklavlayiniz. Tuzlarin ¢okelmesi
durumunda ayr bir sekilde otoklavlanmalari tercih edilir. Uygun bir karbon kaynagi
eklendiginde bu minimal besiyeri E. coli hiicrelerinin gelismesini destekler. Karbon
kaynaginin son konsantrasyonu %1 olmalidir.

2. Lac* E. coli hiicrelerinin gelistigi ortam yukaridaki minimal besiyeri ve %1 laktoz
icermelidir.

3. Nutrient broth 8 gr nutrient broth ve 5 gr NaCl’iin 100 ml’de ¢oziilmesiyle elde edilir.

4. Canl kiiltirlerde kullanilan biitlin besiyerleri ve kimyasallar steril olmalidir.

5. Bu deney eger iki spektrofotometre ayni anda kullanilabiliyorsa daha etkili bir sekilde
yiiriitiilebilecektir. Spektrofotometrelerden biri 600 nm’ye digeri de 420 nm’ye
ayarlanabilir. Ol¢iim yapmadan 6nce uygun bir kor tiip kullanmay1 unutmayiniz.
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