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Rekombinant DNA Teknolojisi



1 Giris

Cogu molekiler biyoloji tekniginin temel materyali genlerdir. Bu tekniklerin ¢cogu genlerin nasil
¢alistiginin anlasiimasini kolaylastirmak igin gelistiriimislerdir. Bir grup molekdiler biyoloji teknigini
iceren rekombinat DNA teknolojisi de ayni amaca hizmet etmek Uzere gelistirilmistir. Daha 6nceki
bircok calismanin da olaganusti katkisi ile 1970’lere gelindiginde iki farkh biyolojik orijinden gelen
DNA molekillerinin birlestirilmesi mimkin olmustur. Elde edilen bu DNA molekili rekombinant
DNA olarak anilmistir. Esasinda bazi dogal siregler sonucunda da (genetik rekombinasyon gibi)
rekombinant DNA molekiilleri olusabiliyorsa da rekombinant DNA kavrami daha ¢ok farkli biyolojik
orijinlere sahip DNA molekiillerinin yapay olarak birlestirilmesiyle olusan DNA molekdillerini ifade
etmek icin kullaniimaktadir. Genel bir rekombinant DNA tanimi soyle yapilabilir: Rekombinant DNA,
dogal olarak genellikle birlikte bulunmayan DNA dizilerinin bir araya getirilmesiyle yapay olarak
olusturulmus herhangi bir DNA molekllidir. Rekombinant DNA elde etmek (zere uygulanan
tekniklerin tamamina da rekombinant DNA teknolojisi denilmektedir.

Rekombinant DNA teknolojisi rekombinat DNA elde etmek ve elde edilen DNA (zerinde bazi
arastirmalar ve modifikasyonlar yapmak Uzere kullanilan bircok teknigi icerir. Bunlar arasinda gen
klonlama, PCR, DNA dizileme, yonlendirilmis mutasyon, genomik, genom dizeltme gibi bazilari
sayilabilir. Bu ana tekniklerin uygulanmasi icin bircok temel teknik de rekombinant DNA
teknolojisinde kullanilmaktadir. Bunlardan bazilari da sunlardir: DNA izolasyonu, restriksiyon
endonikleaz kesimi, jel elektroforaz, DNA ug¢ modifikasyonu, ligasyon, DNA transferi, konak hicre
tasarimi, DNA isaretleme, DNA blotlama, DNA hibridizasyonu, primer tasarimi ve cDNA olusturma
gibi. Lisans diizeyinde verilecek olan bu derste sinirli siire iginde bu teknolojinin temellerinin
sunulmasi planlanmistir. Oncelikle DNA klonlama ve manipiilasyon konulari merkezde tutularak
teknikler sunulmaktadir.

Rekombinant DNA tekniklerinin anlasilabilmesi icin DNA hakkinda bazi temel bilgilerin
yeterince dziimsenerek anlasilmis olmasi gerekmektedir. Oncelikle DNA ikili sarmal yapisinin iyi bir
sekilde bilinmesi zorunludur. Ayrica DNA replikasyonu, transkripsiyon ve translasyon boyunca genetik
bilgi akisinin nasil gerceklestigini bilmek gerekmektedir. Her ne kadar bu bilgilere sahip olanlarin bu
dersi aliyor olmasi beklenmekte ise de DNA yapisi, replikasyonu ve ekspresyonu hakkinda baslangicta
Ozet bilgiler sunulmasi uygun bulunmustur.

1.1 DNA, RNA ve proteinler

Hiicrelerde DNA ve RNA olmak Uzere iki tip nikleik asit molekiili bulunur. DNA, hiicrenin genetik
bilgisinin sifrelenerek depolandigi bir polimerdir. DNA polimeri iki polimerik iplik¢igin antiparalel
olarak konumlandigi ikili sarmal bir yapidir. Herbir polimerik iplik¢igin altbirimleri olan nikleotitlerin
yapisina katilan bazlar arasindaki spesifik eslesme ile iki iplikcik, sarmal bir yapi olusturmak (izere
eslesirler. Bu iki zincir Gzerindeki bazlarin spesifik eslesmesi komplementerlik (tamamlayicilik,
esleniklik) olarak adlandirilir. Dolayisiyla ¢ift zincirli bir nikleik asitin olusabilmesi iki zincirin
komplementer olarak homolog olmasina baghdir.

Her bir polimerik zincir niikleotit denilen temel birimlerin pes pese baglanmasiyla olusur.
Nikleotitler hiicrede tg¢ farkh grup molekilin bir birine baglanmasiyla olusturulur. Bunlar bir 5
karbonlu seker, bir halka yapili baz ve fosforik asit molekilleridir. Niikleik asitlerin yapisina katilan iki
farkh 5 karbonlu seker vardir, biri riboz digeri deoksiribozdur (Sekil 1.1). Deoksiribozun 2’
pozisyonunda H varken ribozunkinde OH bulunur. Riboz sekeri RNA nikleotitlerinin yapisina
katilirken deoksiriboz DNA niikleotitlerinin yapisina katilir. 2’ pozisyonu disinda 5 karbonlu sekerlerin



diger lic pozisyonu DNA ve niikleotit yapisinin olusmasinda rol alirlar. 5 karbonlu sekerin 1’ ucuna
halkasal baz molekili baglanirken 5’ ucuna fosforik asit molekiili baglanir, boylece bir niikleotit
yapisi olusur. Bir nikleotitin yapisina katilmis durumdaki 5 karbonlu sekerin (riboz veya deoksiriboz)
3’ ucu nikleik asit polimerlesmesi sirasinda yapiya yeni bir niikleotitin baglanma noktasi olarak is
gorir. Boylece bir niikleotit polimerinin uzamasi 3’ pozisyonundan gerceklesir.
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Sekil 1.1: NUkleik asitlerin yapisina katilan 5 karbonlu riboz ve deoksiriboz sekerlerinin yapisi.

Nikleotit yapisina katilan bazlar iki gruptur: pilrin bazlari ve pirimidin bazlari. Pirin bazlari
adenin (A) ve guanin (G) olup bir ¢ift aromatik halkadan olusurlar (Sekil 1.2). Pirimidin bazlari ise tek
aromatik halkadan olusan sitozin (C) ve timin (T) bazlaridir. Nikleotit olusurken bu bazlardan biri 5
karbonlu sekerin 1’ pozisyonuna baglanirlar. Fosforik asit grubu (PO,*) 5 karbonlu sekerin 5’ ucuna
baglanarak nikleotit yapisina katilir.

Pramidi A (S ake

Sekil 1.2: Nikleik asitlerin yapisina katilan pirimidin ve pirin azotlu bazlarinin genel yapisi.

Bir seker ile bir bazin baglanmasiyla olusan yapiya seker riboz ise niikleosit, deoksiriboz ise
deoksiniikleosit adi verilir. Bir niikleosit veya deoksiniikleosit yapisina fosfat grubunun baglanmasiyla
olusan vyapiya niikleotit veya deoksiniikleotit adi verilir (Sekil 1.3). Bir nikleosit veya
deoksinikleosite 1 ila 3 fosfat grubu baglanir. Bu molekdller bagh olan fosfat grubu sayisina gore
isimlendirilir. Eger tek bir fosfat grubu bagliysa monofosfat, iki baglysa difosfat ve li¢ baglysa
trifosfat ifadesi eklenir. S6zgelimi deoksiguanozin monofosfat, adenozin trifosfat gibi. Cogunlukla bir
DNA veya RNA polimerine katilacak olan nikletot veya deoksinikleotit trifosfat formundadir.
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Sekil 1.3: Bir deoksinikleotit trifosfat monomerinin yapisi. Deoksiribozun 1’ pozisyonuna glikozitik
bag ile bir baz ve 5’ pozisyonuna da posfodiester bagi ile fosfat gruplari baglanmistir.



Nikleik asitlerin monomerleri pes pese birbirlerine baglanarak polimerik bir zinciri olustururlar
(DNA veya RNA zinciri). iki niikleotitin birleserek bir diniikleotit olusturmasi birinci niikleotitin 3’ OH
ucu ile ikinci ndkleotitin 5° fosfat grubu arasinda meydana gelen bir fosfodiester bagi ile
gerceklestirilir. Bu baglanma sonucunda olusan dinikleotit molekilinin bir ucu 5’ fosfat diger ucu da
3’ OH seklindedir. Bu durum, DNA (ve RNA) zincirlerinin yonlerinin ifadesinde kullanilir. Bir DNA
zincirinin bir ucu 5’ fosfat (5’ P) diger ucu da 3’ OH seklindedir (Sekil 1.4a). Bir dinlkleotite veya daha
uzun bir DNA polimerine yeni bir nikleotit biriminin baglanmasi polimerin 3° OH ucuna, yeni
nikleotit 5’ P ucuyla baglanmasi seklinde gergeklesir, yeni baglanan niikleotitin 3’ ucu polimerin 3’
ucu haline gelir. Polimerlesme (nikleik asit zincirinin uzamasi) ayni sekilde devam eder, yani bir
nilkleik asit zincirinin sentezi daima 5’-3’ yoniinde gercgeklesir. Adenin, sitozin ve guanin bazlari her iki
nikleotitin (hem DNA hem de RNA nikleotitleri) de yapisina katilir. Ancak timin sadece DNA
niikleotitinin yapisina urasil de sadece RNA niikleotitinin yapisina katilir. Dolayisyla DNA molekiilleri
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urasil bazi, RNA molekdilleri de timin bazi icermezler.
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Sekil 1.4: a) DNA molekillinin polimerlesmesi ve zincirin yoni. RNA moleklli de ayni sekilde
polimerlesir, fark ise deoksiriboz yerine riboz sekeri iceren nikleotitlerin birbirine baglanmasi ve
deoksitimin ninkleotit yerine urasil nikleotitinin bulunmasidir. b) Bir ¢ift zincirli DNA'da (veya
RNA’da) zincirlerin yonda.

Nukleik asit sentezi sirasinda nikleotitlerin seker ve fosfat birimleri birbirine kovalent olarak
bagl durumdadir ve polimerin bu yapisi seker-fosfat omurgasi olarak isimlendirilir. Baz birimleri ise
seker-fosfat omurgasinin diger tarafinda ve seker birimine kovalent olarak baglanmamis
durumdadirlar. Cift zincirli DNA molekdllerinde her iki zincirin seker fosfat omurgalari disa gelecek
sekilde antiparalel olarak bir ikili sarmal olustururlar. Baz molekdlleri ise sarmalin i¢ kisminda
konumlanirlar. Béylece DNA yapisini olusturan iki zincir zit yénde pozisyon almis durumdadir (Sekil
1.4b). DNA molekilinin belli bir pozisyonundaki zincirlerden biri Gzerindeki baz diger zincir
Gzerindeki baz ile eslesir. Bu eslesme spesifik olup iki DNA zincirinin bir arada kalmasini saglayan
hidrojen baglariyla birbiriyle iliskilidir. Karsi zincirlerdeki bazlar arasindaki bu spesifik eslesme
komplementerlik olarak adlandirilir. Komplementerlik belli iki baz arasinda, belli bir pirin ile belli bir
primidin arasinda meydana gelir. Bu eslesmeler DNA’da A-T ve C-G arasinda meydana gelebilir. Eger
nadir durumlarda gift zincir olusturulacaksa RNA’da bu eslesme A-U ve C-G arasinda geceklesir.



Bir DNA molekiilinln bliyuklugi nikleotit sayisiyla (basitce baz sayisiyla) olcilir. Cift zincirli
DNA icin temel birim baz ciftidir (b¢ = bp). 1000 bg 1 kilo baz ciftidir (kb). Ayni sekilde 1 000 000 bg 1
megabaz ciftidir (Mb). Yine 1000 kb da 1 Mb’a denk gelir. 1 kb biiyikligindeki bir ¢ift zincirli DNA
6.6 x 10° dalton molekiil agirligina sahiptir (330 gr/mol).

1.2 DNAreplikasyonu ve gen ekspresyonu
Hicreler bolinme safhasina gecmeden 6nce hiicre doglsiiniin sentez safhasinda mevcut DNA
molekdllerinin replikasyonu gergeklestirilir. Replikasyon sirasinda DNA molekilinin her iki zinciri
kahp olarak kullanilarak her birinin komplementer zinciri sentezlenir, béylece hiicredeki DNA miktari
iki katina g¢ikarilir. Bolinme sirasinda iki katina g¢ikarilmis DNA molekdlleri yavru hiicrelere paylastirilir.
Hicrede replikasyonu yapilan DNA molekillerinde replikasyonun basladigl 6zel diziye sahip
bir bélge vardir. Bu bolge replikasyon orijini olarak adlandirlir. Replikasyon orijini sadece bu orijini
taniyip baglanabilen proteinlerin mevcut olmasi durumunda kullanilabilir. Dolayisiyla uzak akraba
organizmalar replikasyon orijinini taniyan proteinleri uygun olmadigi igin yabanci bir DNA’nin
replikasyonunu baslatamaz. Prokaryotlarin tek bir halkasal genomu Uzerinde tek bir replikasyon
orijini vardir. Bu orijin agilarak iki adet replikasyon g¢atalinin zit yonde hareket etmesiyle kromozomun
replikasyonu baslatilir. Replikasyon, molekllin diger yarisi Uzerinde bulunan bir replikasyon
terminasyon dizisinde her iki replikasyon orijininin birlesmesiyle tamamlanir. Bir replikasyon orijini ve
bu orijinin her iki tarafinda bulunan replikasyon terminasyon dizisinin arasinda kalan DNA boélgesine
replikon (replikasyon birimi) denir. Prokaryotlarin halkasal genomu tek bir replikon seklinde organize
olmustur (Sekil 1.5a). Okaryotlarin dogrusal genomlari lzerinde ¢ok sayida replikasyon orijini ve
dolayisiyla ¢ok sayida replikon vardir (Sekil 1.5b). Her bir replikon az ¢cok bagimsiz olarak calisir.
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Sekil 1.5: DNA replikasyonu. a) Prokaryotik kromozomun, b) o6karyotik kromozomun replikon
organizasyonu. c) Prokaryotlarda bir replikasyon ¢atalinda meydana gelen olaylar.

Baslatici proteinin yardimiyla iki altbirim halindeki DNA helikaz replikasyon orijinine baglanir
ve her bir helikaz birbirine zit yonde DNA molekilinin ¢ift zincirlerinin agilmasini saglar. Her bir
helikazin ¢ift zinciri actigi bu bolgelere replikasyon gatali denir (Sekil 1.5c). Replikasyon ¢atalinda
acilan DNA zincirlerinden birinin yoni 3’-5" iken digerininki 5’-3’dir. 3’-5’ kalip zinciri Gzerine bir RNA
primer baglanarak saglanan 3’ OH ucuna DNA polimeraz Il tarafindan kalip zincirin komplementeri
olan nikleotitler tek tek baglanir. Bu zincirin sentez yonii DNA helkaz ile ayni yonde devam eder ve
ilerleyen zincir adini alir. Replikasyon ¢atalindaki kalip zincirlerden 5’-3’ yénilinde olan lizerinden DNA



sentezi replikasyon gatalinin tersi yoniinde olmak zorundadir. Bir yandan ilerleyen zincir sentezi
devam ederken diger yandan 5’-3’ zincirinde tersi yonde yeni zincir sentezi yine DNA polimeraz Il
tarafindan yaratdlir. Replikasyon gatalina gore replikasyon yoni ters oldugu icin bu zincire gerileyen
zincir de denir. Gerileyen zincir sentezi replikasyon c¢atalinin ilerlemesiyle parcali bir sekilde devam
eder. Bu gerileyen zinciri olusturan her bir parcaya Okazaki fragmenti denir. iki Okazaki feagmenti
arasinda kalan RNA yapisindaki primerler DNA polimeraz | enzimi tarafindan yikilarak yerine
komplementer DNA niikleotitleri baglanir. Son olarak da iki Okazaki fragmenti DNA ligaz tarafindan
birbirine baglanir. Bu sentez isleyisi replikasyon orijinlerinin replikasyon terminasyon boélgesine
ulasana kadar devam eder ve bu bodlgede replikasyon sonlandirilir, iki yeni yari-korunmus DNA
molekili birbirinden ayrilir.

DNA’nin genetik bilgi depolamanin yaninda genetik bilginin ekspresyonu (RNA ve proteinlere
aktarimi) fonksiyonu da vardir. Gen ekspresyonu iki basamakta gerceklestirilir. Birinci basanak
transkripsiyon olup DNA izerindeki genetik bilgi RNA molekillerine aktarilir. ikinci basamak ise
translasyon olup bu siiregcte mRNA (izerinde sifrelenmis olan genetik bilgi proteinlerin amino asit
dizisinin belirlenmesinde kullanilir, proteinler sentezlenir. Sentezlenen proteinler hiicrede belirli
gorevleri yuratirler.

DNA Uzerindeki belli gen bolgelerinin transkripsiyonunun gerceklesebilmesi icin basta RNA
polimerazlar olmak lizere farkh protein faktorlerin taniyip baglandigi promotor denilen 6zel diziler
ihtiyac duyulur. DNA’dan RNA sentezlemekle goérevli olan RNA polimerazlar ancak tanidiklari
promotor dizilerine baglanabilirler, uzak akraba organizmalara ait promotorlara baglanamazlar.

Transkripsiyon sirasinda RNA polimerazin RNA sentezlemeye basladigi ilk DNA baz cifti
pozisyonu +1 olarak kabul edilir ve bu noktanin yukarisi (=) rakamlarla ifade edilir. Bir model olarak
Escherichia coli bakterisine ait laktoz genlerinin transkripsiyon mekanizmasi séyle 6zetlenebilir: Genin
bulundugu DNA boélgesindeki transkripsiyon baslama noktasinin yukarisinda promotor bolgesi yer alir
Promotor bdlgesi icinde iki korunmus 6zel dizi vardir (Sekil 1.6a). Bunlardan bir -10 dizisi veya
Pribnow dizisi olarak adlandirilir. ikinci korunmus dizi ise -35 dizisidir. RNA polimerazin sigma
altbirimi bu dizileri tanir ve promotor boélgesine baglanir, bu baglanmayla beraber RNA polimeraz 6z
enzimi de promotora baglanir. Baglanma tamamlandiktan sonra RNA polimeraz DNA cift zincirini
acar, acllan iki zincirden 3’-5’ DNA zincirini kahp olarak kullanarak bir RNA molekilini bu kalip
zincirin komplementeri olarak sentezler. Transkripsiyonu yapilan bolge icinde prokaryotlarda
genellikle birden fazla gene ait bilgi mevcuttur ve bu bilgi RNA’ya aktarilir. Transkripsiyonu yapilacak
DNA’'nin bitis bolgesi bir transkripsiyon sonlanma dizisi ile belirlenir. RNA polimeraz bu diziye
ulastiginda rho-bagimli veya rho-bagimsiz sonlandirma mekanizmalarinin biri ile transkripsiyonu
durdurulur, sentezlenen RNA ve RNA polimeraz serbest kalir (Sekil 1.6b).

Okaryotlarda da prokaryotlara benzer fakat daha karmasik promotor bélgeleri vardir. Gen
bolgesinin yukarisindaki promotor boélgesinde -10 pozisyonunda TATA kutusu ve -30 pozisyonunda
CAAT kutusu yer alir. Promotorun bu 6zel dizileri TATA baglanma proteini denilen 6zel bir protein
tarafindan taninir ve baglanilir, sonra RNA polimeraz da yapiya katilir ve RNA sentezi baslatilir. Gen
bolgesinin sonundaki transkripsiyon terminasyon dizilerine ulasildiginda sentez sonlandirilir.
Okaryotik transkripsiyonda genellikle tek bir gen bolgesi RNA’ya dénistirilir.
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Sekil 1.6: Prokaryotlarda transkripsiyon. a) Transkripsiyonun baslamasi, b) transkripsiyonun

sonlandiriimasi.

Translasyon DNA’dan transkripsiyo ile mRNA molekiliine aktarilmis olan genetik bilgi
kullanilarak ribozomlar Gzerinde belirli bir diziye sahip olan bir polipeptitin sentezlenme sirecidir.
Oncelikle ribozomlarin dogru bir pozisyonda mRNA’ya baglanmasi gerekir (Sekil 1.7). Bu baglanma
dogru pozisyonda vyapilmazsa ribozom kompleksi genetik bilginin sifrelendigi dogru okuma
cercevesini bulamaz. Prokaryotlarda mRNA molekili Gzerinde ilk gene ait baslama kodonundan belli
sayida baz yukarida yer alan bir ribozom baglanma dizisi veya Shine-Dalgarno dizisi vardir. Bu dizi
ribozom kicik alt birimi tarafindan taninir ve bu bolgeye baglanilir. Bu spesifik baglanma ribozomun
dogru okuma cergevesini tanimasini saglar. Blyilik altbirimin de yapiya katilmasiyla baslama
kodonundan itibaren kodon sifreleri ¢oziilerek polipeptit sentezi baslatilir ve her defasinda bir kodon
ilerlenerek polipeptit sentezlenir. Ribozom kompleksi bir dur kodonuna denk geldiginde protein
sentezi durur ve sentezlenmis olan polipeptit serbest birakilir. mRNA (izerinde hala diger gen
bolgeleri mevcutsa translasyon o gen boélgelerinde de devam eder.
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Sekil 1.7: Prokaryotlarda translasyonun baslamasi (solda) ve sonlandiriimasi (sagda) mekanizmasi.



Okaryotlarda da temel translasyon mekanizmasi aynidir. Ribozom baslangic kompleksinin
dogru pozisyona baglanmasi mRNA (zerindeki kep vyapisinin ve Kozak dizisinin yardimiyla
gerceklestirilir. Okaryotik mRNA molekiillerinde sadece tek bir gene ait bilgi mevcuttur, bir
mRNA’daki bilgilerle sadece bir adet polipeptit sentezlenir.

1.3 Gen organizasyonu

DNA lzerindeki belli bir gen bolgesi her biri 6zel sifreli mesajlar tagiyan bazi dizilerden olusur. Birgeni
iceren DNA bolgesi iki zincirden olusur. Transkripsiyon sirasinda bu zincirlerden biri mRNA sentezinde
kahp olarak kullanilir. Bu DNA zincirine kalip zincir adi verilir. Kalip zincirin komplementeri olan zincir
ise kalip olmayan zincir olarak adlandirilir. Her seyden 6nce gen bélgesi bir polipeptitin amino asit
sirasini belirleyen pes pese siralanmis ¢cok sayida kodondan meydana gelmistir. Bu kodon dizisi agik
okuma cergevesi (satiri) olarak isimlendirilir. Acik okuma satirinin ilk kodonu baslama kodonudur ki
bu genellikle ATG (mRNA karsihgr AUG) veya GTG (mRNA karsiligi GUG) kodonudur. Amino asitleri
kodlayan kodon dizinin sonunda ribozom kompleksine sentezin sona erdigini bildiren bir anlamsiz
kodon (dur kodonu) yerlesiktir. Ug farkli dur kodonundan enaz birinin mevcudiyeti gen bélgesinin
sona erdigini gosterir. Bu dur kodonlari TTA, TAG ve TGA’dir (mRNA karsiligi UUA, UAG ve UGA’dir).
Bir acik okuma cercevesine ait dogru DNA dizisi (dogru mesaj) kalip olmayan DNA Uzerindedir. Bu
nedenle kalip olmayan zincir anlamh zincir olarak da adlandirilir. Analml zincirin komplementeri olan
ve RNA sentezinde kalip gorevi géren zincir de anlamsiz zincir olarak isimlendirilir.

Bir gen bolgesinde gen veya genler ve kontrol dizileri denilen diziler birlikte bulunurlar.
Kontrol dizilerinin de yardimiyla bir DNA bolgesindeki genlere ait diziler RNA molekiline
dondsturdlirler. Prokaryotlarda promotor, operator, yapisal genlerin ve transkripsiyon terminasyon
dizisinin bulundugu DNA bodlgesi operon olarak adlandirilir. Operonlar bir gesit transkripsiyon birimi
olarak disundlebilir (Sekil 1.8a). Bir operondaki protein kodlayan gen dizileri yapisal gen olarak
isimlendirilir. Promotor ile yapisal gen bolgeleri arasinda diizenleyici proteinlerin baglandigi operator
bolgesi yerlesiktir. Bir operonda birden fazla yapisal gen yer alabilir. Okaryotlarda bir operon
modelinin varligi belirlenememistir. Yine de gen bulunduran oOkaryotik DNA bolgesinin 6zel bir
organizasyonu vardir (Sekil 1.8b). Genin yukarisinda bir promotor bolgesi ve asagisinda da bir
transkripsiyon terminasyon dizisi mevcuttur. ilave olarak genin oldukc¢a yukarisinda (5’ tarafinda) ve
asagisinda (3’ tarafinda) uzak diizenleyici elemetler denilen diziler genin transkripsiyonunun
yonetilmesinde gorev yaparlar. Tabi ki hem prokaryotlarda hem de 6karyotlarda transkripsiyonun
yonetilmesinde faktor olarak isimlandirilen diizenleyici proteinler de rol alir.
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Sekil 1.8: DNA (zerinde gen bolgelerinin organizasyonu. a) Prokaryotlarda operon yapisi, b)
Okaryotlarda bir gen bolgesi.

Bir gen bolgesindeki promotor, operator, Probnow kutusu, ribozom baglanma bolgesi,
baslama kodonu, uzak dizenleyici elementler, yapisal gen bolgeleri ve transkripsiyon terminasyon
bolgeleri gibi bltlin bilesenler 6zel DNA dizileridir. Bu 6zel diziler 6zel proteinler tarafindan taninarak
baglanilir ve beklenen islev gercgeklestirilir. Sekil 1.9'da bir prokaryotik gen bolgesine ait bilesenlerin
baz dizisi verilmektedir. DNA’nI sadece anlaml zincirinin baz dizisi verilmistir. Anlamli DNA zincirinin
baz dizisi mRNA dizisi ile 6zdes bir dizi oldugu icin (deosiriboz yerine riboz ve T yerine U bulunmasi
durumu harig) translasyon sirasinda bu dizilerin pozisyonlari mRNA Uzerinde korunmus durumdadir.
Anlamli DNA dizisi Gzerinde 6ncelikle -35 ve Pribnow dizisi seklinde promotor dizisi yer alir. Sonra +1
olarak mRNA sentezi baslangi¢ pozisyonu sonra ribozom baglanma dizisi (rbs) yer alir. Daha sonra
translasyonda genin baslama sinyalini veren ATG dizisinin ilk bazi +1 olarak isaretlenmistir. Bir grup
anlamh kodondan sonra dur kodonlari ve transkripsiyon terminasyon sinyali olarak iki adet gévde
halka dizisi (stem loop sequence) yer alir.

Okaryotlarda da benzer bir durum vardir, diizenleyici elementlerin kimligi ve pozisyonlarinda
farkhliklar gorilar. En temel fark acik okuma satiri dizilerinin (eksonlar) nispeten uzun kodon
icermeyen dizilerle (intron) kesintiye ugratiliyor olmasidir. Okaryotlarda intronlar transkripsiyon
sirasinda gikarilir ve eksonlarin biitlinlesmesi saglanir.



CAGCCAACTCAAGGATTTAACAGCGACAACAACGCATTACACCTTTTICTG

-35 bodlgesi
GCAGGACGGAGATAAAGTCTTACCGCTTGAGCGCAAAGAGCTCCTTGGCC

-10 bolgesi +1 rbb +1
AATTATTACTCGACGAGATCGTGACCCGTTATGATGAAAAAAATCGACGT
M M K K I D V

TAAGATTCTGGACCCGCGCGTTGGGAAGGAATTTCCGCTCCCGACTTATG
K I L. Db P RV G K E F P L P T Y A

CCACCTCTGGCTCTGCCGGACTTGACCTGCGTGCCTGTCTCAACGACGCC
T S G S A G L DL RACUL ND A

GTAGAACTGGCTCCGGGTGACACTACGCTGGTTCCGACCGGGCTGGCGAT
vV E L A P G D T T UL V P T G L A I

TCATATTGCCGATCCTTCACTGGCGGCAATGATGCTGCCGCGCTCCGGAT
H I A D P S L A A MMUL P R S G L

TGGGACATAAGCACGGTATCGTGCTTGGTAACCTGGTAGGATTGATCGAT
G H K H G I VL G NUL V G L I D

TCTGACTATCAGGGCCAGTTGATGATTTCCGTGTGGAACCGTGGTCAGGA
s b Yy 9 G Q L. M I S V W NIRG Q D

CAGCTTCACCATTCAACCTGGCGAACGCATCGCCCAGATGATTTTTGTTC
s F T I Q P G E R I A Q M I F V P

CGGTAGTACAGGCTGAATTTAATCTGGTGGAAGATTTCGACGCCACCGAC
v v Q A E F N L V E D F D A T D

Dur
CGCGGTGAAGGCGGCTTTGGTCACTCTGGTCGTCAGTAACACATACGCAT
R G E G G F G H S G R @Q *

Dur Govde halka yapisi
CCGAATAACGTCATAACATAGCCGCAAACATTTCGTTTGCGGTCATAGCG

Ikinci gévde halka tapisi
TGGGTGCCGCCTGGCAAGTGCTTATTTTCAGGGGTATTTTGTAACATGGC

AGAAAAACAAACTGCGAAAAGGAACCGTCGCGAGGAAATACTTCAGTCTC

Sekil 1.9: E. coli dut geninin DNA dizisi. Agitk okuma satirindan belirlenmis amino asit dizisi DNA
dizisinin altinda verilmistir. Ozel diziler koyulastirilmis ve alti gizilmistir.



2 Rekombinant DNA islemlerinde Yaygin Kullamilan Enzimler
Rekombinant DNA islemlerinin uygulanabilir olmasinda kilit rollerden birisi de enzimlerdir. Bunlardan
en yaygin olarak kullanilanlardan bazilari sunlardir: Restriksiyon endoniikleazlar, DNA ligaz, DNA
polimerazlar, DNazlar, RNazlar, alkalen fosfataz, revers transkriptaz ve polinikleotit kinaz gibi.

2.1 DNA'y1kesen enzimler

Nikleik asitleri kesen enzimler nikleazlar olarak adlandirilir. DNA’yi kesen enzimlere
deoksiribontikleazlar kisaca DNazlar, RNA’y1 kesenlere de ribontlkleazlar kisaca RNazlar denir. Bu
bolimde DNazlardan rekombinant DNA islemlerinde yaygin kullanilan restriksiyon endoniikleazlar ve
DNazl enzimi incelenecektir.

2.1.1 Restriksiyon endoniikleazlar

Restriksiyon endonikleazlar prokaryotlarda yabanci DNA’larin hiicreyi istilasini engellemeye yonelik
bir savunma sistemi olan restriksiyon-modifikasyon sisteminin bir bilesenidir. DNA’y1 belli dizilerden
taniyarak baglanip i¢ kesimlerden kesen enzimlerdir. Enzim DNA zincirinin i¢ kisiminda bulunan bir
fosfodiester bagini koparir, 3’ ucunda OH ve 5’ ucunda P grubu kalir. Ug tip restriksiyon endoniikleaz
vardir: tip | restriksiyon endonikleazlar, tip Il restriksiyon endonikleazlar ve tip Il restriksiyon
endonikleazlar. Tip | restriksiyon endoniikleazlar DNA’yi belli bir bolgeden taniyip baglanan ve
baglanma dizisinden 100-1000 nikleotit uzaktan rasgele bir noktadan kesen enzimlerdir. Bu
enzimlerin tanima dizileri bilinse bile DNA’yi nereden kestigi bilinemez, bu nedenle rekombinant DNA
islemlerinde kullanilmazlar. Tip Il restriksiyon endonikleazlar yine bir tanima dizisinden DNA’ya
baglanan ve tanima dizisinden 25-27 niikleotit uzaktan kesen enzimlerdir. Bu enzimlerin rekombinant
DNA islemlerinde kullanimi oldukg¢a sinirlidir. Rekombinant DNA islemlerinde yaygin kullanilan
restriksiyon endonikleazlar tip Il restriksiyon endoniikleazlardir. Yaygin kullanimindan dolayi bu
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enzimler uygulamada sadece restriksiyon endonikleaz olarak anilir “tip 11” ifadesi genellikle atlanir.

Restriksiyon endonikleazlar izole edildikleri tlirlerin isimlerinden faydalanilarak
isimlendirilirler. Sézgelimi EcoRI restriksiyon enzimi Escherichia coli bakterisinin R susundan elde
edilmis ilk enzimdir. Enzimin ismini olusturan ilk 3 harf tlr isminden alindigi icin italik gosterilir. Sonra
kullanilan harfler ise organizmanin sus semboli veya genin bulundugu genetik elementin semboli
olabilir. BamHI, Bacillus amyloliquefaciens H susundan elde edilen ilk enzimdir.

Restriksiyon endonukleazlar (tip 1l !) DNA molekilini genellikle 4-8 b¢ uzunlukta olan bir
noktasi DNA’nin i¢ kesimlerinde oldugu icin bir endontikleazdirlar. Enzimler genellikle iki domainden
meydana gelir ve her bir domain DNA molekiliinii olusturan zincirlerden biri lizerinde etkisini
gosterir. DNA’ya baglanmak icin her enzim i¢in 6zgil olan bir tanima dizisinin bulunmasi gerekir.
Herbir zincir Gzerindeki tanima dizisi domainlerden biri tarafindan taninir ve ayni domain tarafindan
0zglil bolgeden kesilir. Tanima dizileri rotasyonal simetrik dizilerdir. Ayrica her iki zincirde de tanima
dizisi dogru yonde okundugunda aynidir. Yine tanima dizileri birbirinin ayna goriintisi olacak sekilde
organize olmustur. (Sézgelimi GGATCC: TCC dizisi komplementerlik bakimindan GAA dizisinin ayna
gorlntistdur). Bu diziler yazilirken genellikle zincirlerden birisinin dizisi 5’-3’" yoniinde yazilir diger
dizi ise bu dizinin komplementeri olup genellikle yazilmaz. S6zgelimi EcoRI tanima dizisi 5 GAATTC 3’
seklindedir (Tablo 2.1).

Restriksiyon endontikleazlar tanima dizileri icinden belli bir bolgeden DNA’y1 keserler. Eger
enzim tanima dizisinin tam orta noktasindaki fosfodiester bagini koparirsa yeni olusan fragmentin
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ucu kit (kor) olur. Bu tip uglara kor ug veya kiit ug denir. Eger tanima dizisinin orta noktasinin disinda
diger bir noktadan keserse yeni fragmentin ucunda tek zincirli bir uzanti olusacaktir. Bu sekilde tek
zincirli uglar olusturan enzimler yapiskan ug olusturan enzimlerdir. Tek zincirin ucu 5" ise 5’ yapiskan
ug, 3’ ise de 3’ yapiskan ug olusur (Tablo 2.1, Sekil 2.1) Ayni enzimle kesilen DNA’larin tek zincirli
uclari birbiri ile komplementerdir. Bu nedenle birlestiriimek istenen iki DNA molekili 6ncelikle
yapiskan ug¢ olusturan ayni enzimle kesilir. Tanima dizileri farkli olan iki restriksiyon enzimi
komplemeter uclar olusturabilir (6rnek BamHIl ve Sau3A). Bu durumda da uglar komplementer

oldugu icin iki DNA molekilQ birlestirilebilir.

Tablo 2.1: Bazi restriksiyon endoniikleazlarin tanima dizileri ve olusturduklari ug tipleri.

Enzim Tanima dizisi Ug tipi

BamHl | 5’ GGATCC 3’ 5’ yapiskan
EcoRl 5’ GAATTC 3’ 5’ yapiskan
Haelll 57 GGCC 3’ Kor (kiit) uglu
HindIll | 5" AAGCTT 3’ 5’ yapiskan
Hpal 5/ GITAAC 3’ Kor (kiit) uclu
Pstl 5’ CTGCAG 3’ 3’ yapiskan
Sau3A | 5’ GATC 3’ 5’ yapiskan
Smal 5’ CCCGGG 3’ Kor (kiit) uglu
Sstl 5’ GAGCTC 3’ 3’ yapiskan
Xmal 57 CCCGGG 3’ 5’ yapiskan
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Sekil 2.1: Bazi restriksiyon endoniikleazlarin tanima dizisi icindeki kesme noktalari ve olusan
fragmentlerin ug tipleri.

Bazen iki farkli enzim ayni diziyi taniyabilir. Bu tip restriksiyon enzimleri izogsizomer olarak
adlandirilir. iki izosizomer ayni diziyi taniyip ayni noktadan kesebilecegi gibi tanima dizisi icinde farkl
bolgelerden de kesebilirler. Ornek, Smal ve Xmal 5 CCCGGG 3’ dizisini tanirlar, Smal tanima
dizisindeki 3. niikleotidden sonraki fosfodiester bagini keserken Xmal ilk nikleotidden sonraki
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fosfodiester bagini keser. Bazi durumlarda DNA yapisindaki bazi bazlar restriksiyon modifikasyon
sistemi tarafindan metillenir (metil adenin ve metil sitozin). Eger metillenmis bazlar tanima dizisi
icindeyse tanima dizisi modifiye edildigi icin restriksiyon endontikleaz ile kesilemez.

Restriksiyon endoniikleaz tanima dizileri DNA molekilleri boyunca az ¢ok rasgele olusurlar.
Bir restriksiyon endoniikleaz tanima dizisi bir DNA molekili tizerinde 4" siklikta olusur (n, tanima
dizisi olusturan baz cifti sayisi). Dért baz ¢ifti uzunlugundaki bir tanima dizisinin bir DNA molekili
tizerindeki tekrarlanma siklig1 4*=256 bg iken 6 baz ciftlik bir tanima dizisininki 4°=4096 b¢’dir. Bu
araliklar ¢ogu durumda tam olarak saglanmaz, daha kisa veya daha uzak mesafelerin olustugu
durumlar yaygindir. Ancak yine de tanima dizisi daha kiiciik olanlar DNA molekilini daha biyik
olanlara gore daha siklikla keserler.

Restriksiyon endoniikleazlar rekombinant DNA islemlerinin temel araglarindan biridir. Bir
cesit molekil makaslari olarak disinilebilir. Klonlanmak, maniptile edilmek ve kigiltilmek istenilen
bltiin DNA molekillerinin kontrollii kesiminde vazgecilmez araglardir. Birgok amag igin restriksiyon
endoniikleaz kesimine ihtiya¢ duyulur: klonlanacak bir fragmentin kiiglltilmesi ve uglarin uyumlu
hale getirilmesi, vektor molekillerinin klonlanacak fragment ile uyumlu uglar olusturacak sekilde
kesilmesi ve klonlanmis bir DNA fragmentinin restriksiyon endonikleaz kesme pozisyonlarinin
belirlenmesi gibi.

2.1.2 DNazl

DNazlarin bir kismi (DNazl gibi) DNA molekilini herhangi bir tanima dizisine ihtiya¢ duymaksizin ig
kisimlardaki fosfodiester bagini keserek kii¢lik pargalara ayiran endoniikleazlardir. DNazl restriksiyon
endoniikleazlarin yetersiz kaldig durumlarda DNA molekdillerini rasgele kiigik parcalara ayirmak igin
kullanilir. Bu enzimlerin kestigi fragmentlerin uglarindaki diziler tahmin edilebilir degildir ve ¢ogu
durumda koér uglar da Gretmezler. Bu nedenle bu fragmentlerin ligasyonu ilave enzimatik islemler
uygulanmaksizin mimkin olmaz. Diger u¢ modifiye edici eksoniikleazlar gibi enzimler kullanilarak
fragment uglari kitlestirildikten sonra ancak ligasyonlari yapilabilir.

2.2 DNA'y1 modifiye eden enzimler
Bir grup enzim rekombinant DNA islemlerinde DNA molekiillerinin modifikasyonu i¢in kullanilir.
Bunlar arasinda fosfatazlar, polimerazlar, ekzoniikleazlar ve metilazlar sayilabilir.

2.2.1 Fosfatazlar

Fosfatazlar DNA molekillerinden fosfat gruplarini uzaklastirarak yerine hidroksil gruplarini baglayan
enzimlerdir. Rekombinant DNA islemlerinde vekttére baglanacak DNA molekillerinin 5" uglarindaki
posfat gruplarinin istenmeyen kendikendine ligasyonlarin engellenmesi igin fosfatazlar tarafindan
koparilir. Yaygin kullanilan fosfataz dana bagirsak alkalen fosfataz (CIAP) enzimidir. Ayrica karides ve
psikrofil bakterilerden elde edilen fosfatazlar da bu amag icin kullaniimaktadir.

2.2.2 Polimerazlar

Rekombinant DNA islemlerinde dort tip polimeraz calismalarin herhangi bir asamasinda
kullanilmaktadir: DNA-bagimh DNA polimerazlar (DNA polimerazlar), RNA-bagimli DNA polimerazlar
(ters transkriptazlar), DNA-bagimli RNA polimerazlar (RNA polimerazlar) ve kalip-bagimsiz
polimerazlar. Ayrica RNA-bagimli RNA polimerazlar da vardir ancak rekombinant DNA islemlerinde
sikhkla kullanilan enzimler arasinda degildirler.

1. DNA bagimh DNA polimerazlar: DNA polimerazlar (DNA-bagiml DNA polimerazlar) arasinda
rekombinant DNA c¢alismalarinda en yaygin kullanilani DNA polimeraz | enzimidir. Enzimin 3 farkli
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aktivitesi vardir. 5’-3’ polimeraz aktivitesi, 5’-3’ ekzonlkleaz aktivitesi ve 3’-5’ eksoniikleaz aktivitesi.
Prokaryotik orijinli bu enzimin hiicredeki gorevi Okazaki fargmentlerinin arasindaki RNA primerlerini
yikarak olusan boslugu 5’-3’ yoniinde doldurmaktir. Enzimin bu dogal formu Kornberg enzimi olarak
adlandirilir. Enzimin dogal formu, bir proteaz olan subtilizin ile muamele edildiginde iki parcaya
ayrilir. Bu pargalardan biri 76 kDa buyikligtinde olup 5’-3’ polimeraz ve 3’-5" ekzoniikleaz aktivitesine
sahiptir. Klenow fragmenti olarak adlandirilir ve rekombinant DNA islemlerinde siklikla iki amag igin
kullanilir. Bunlardan biri 5’ yapiskan uca sahip fragmentlerin uglarini polimeraz aktivitesiyle ¢ift zincirli
(kdt) hale getirmektir. Bu olay ug¢ doldurma olarak adlandirilir. Digeri de yine 3’ yapiskan uglara sahip
fragmentlerin uglarini 3’-5’ ekzonikleaz aktivitesiyle yikarak kit u¢ olusturmaktir ve bu olay da
diizlestirme (polishing) olarak adlandirilir (Sekil 2.2).
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Sekil 2.2: DNA polimeraz | enziminin polimeraz ve ekzonlkleaz aktiviteleri.

Ist dayanikh DNA polimerazlar hiper termofil organizmalardan elde edilir ve polimeraz zincir
reaksiyonunda (PZR’de) kullanilr. PZR islemlerinde ilk kullanilan 1si dayanikli DNA polimeraz Thermus
aquaticus’'un DNA polimerazi (Tag DNA polimeraz) olup optimim reaksiyon sicakhigi 75-80°C
arasindadir.

Viral DNA polimerazlar konak DNA polimerazinin yoklugunda viral DNA’nin replikasyonunda
gorev alirlar. T4 DNA polimeraz o6zellikle 3’-5’ ekzontikleaz aktivtesi bakimindan ¢ok daha etkilidir
(Klenow fragmentinden 200 kat) ve bu nedenle 3’ yapiskan uglarin dizlestirilmesinde yaygin olarak
kullanilir. Ayrica DNA dizileme islemlerinde de kullanilmaktadir.

2. RNA bagimhi DNA polimerazlar (Ters transkriptazlar): Ters transkriptaz veya revers
transkriptaz (RTaz) olarak da bilinen bu enzim bazi virlislerde (retrovirus gibi) RNA genomu DNA’ya
donustiren enzimdir. RNA zinciri kalip olarak kullanilarak komplementer bir DNA molekilu
sentezlenir. Sentez mekanizmasi DNA polimerazlarinki gibidir. Bu enzimler RNA’dan DNA
sentezlemeyi gerektiren cDNA klonlama gibi islemlerde kullanilir. Ayrica RNA dizileme islemlerinde de
kullanilir. Bu enzimler 3’-5’ ekzonlikleaz aktiviteleri olmadigi icin hata dizeltme fonksiyonunu
ylritemezler ve yaklasik her 500 bazda bir hata yapmaktadir. Bu enzim kullanilarak yapilacak gen
klonlamalarda ylksek mutasyon oranlari dikkate alinmalidir.

3. DNA bagimli RNA polimerazlar (RNA polimerazlar): Bir DNA zincirinin RNA komplementerini
sentezleyen enzimlerdir. Viral RNA polimerazlar konak hiicre RNA polimerazini inhibe ederek hiicre
kaynaklarinin viral RNA polimeraz tarafindan kullanilmasini saglar. T3, T7 ve SP6 gibi virlslere ait viral
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RNA polimerazlar 6zel konak hiicreler icinde hedef bir proteinin bliyiik 6lgekli sentezlenmesi amaci ile
kullantlir.

4. Kalip bagimsiz polimerazlar: Bazi enzimler bir kalip olmaksizin bir DNA zincirinin 3’ ucuna bir
veya daha ¢ok nikleotit baglayabilir. Bunlardan bir tanesi sigir timuslarindan elde edilen terminal
transferazdir. Bu enzim mevcut bir DNA molekdilinin 3’ ucuna c¢ok sayida nikleotit eklemek icin
kullanilir. Bu enzim cDNA sentezi sirasinda ve kor uclu fragmantlerin uclarinin yapiskan hale
getirilmesinde kullanilir. Bir diger enzim Tag DNA polimeraz PZR {riinii olan DNA molekiillerinin 3’
ucuna bir adet dA ekler. Bu islem PZR klonlamada verimli bir ligasyonun olusmasina katki saglar.

2.2.3 Ekzoniikleazlar
Ekzonikleazlar DNA ve RNA molekiillerini ug¢ kisimlardan yikarak kisaltan enzimlerdir. Bu enzimlerin
farkh tipleri vardir ve biri veya birden fazlasi hedef DNA fragmentinin kisaltilmasinda kullanilr.
Bunlardan bazilari zincirleri kisaltmak igin ayri ayri kullanilir. Ekzonikleaz 11l gift zincirli DNA Uzerinde
3’-5’ ekzoniikleaz aktivitesine sahiptir. DNA molekiliini her iki ugtan 3’-5’ yoniinde yikar, her iki ucta
karsi zincir (5’-3’) tek zincirli halde kalir. Sonra bu zincirler sadece tek zinciri 5’ ucundan yikan tek
zinciri yikmak icin spesifik olan S1 niikleaz ile muamele edilerek yikilir ve sonugta DNA kisaltilmis olur
(Sekil 2.3). Diger bazi ekzonikleazlar da DNA kisaltmak i¢in kullaniimaktadir.
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Sekil 2.3: Ekzontikleaz Il ve ekzontikleaz S1 enzimlerinin DNA kisaltilmasinda kullanimi.

2.3 DNA molekiillerini birlestiren enzimler

Bir grup enzim iki DNA molekilliini birlestirirler bunlar arasinda en yaygin kullanilani DNA ligaz
enzimidir. DNA ligaz DNA replikasyonu sirasinda olusan Okazaki fragmentlerini birbirine baglar ve
DNA’nin hasar gordiglu kirik bolgelerde zincirleri birbirine baglar. Daha etkili bir ligasyon
gerceklestirdigi icin T4 virlGslinlin DNA ligazi daha yaygin olarak kullanilir. Ancak buna ilave olarak
topoizomerazlar, transpozaslar ve rekombinazlar da iki DNA molekllinl birlestirmek Gzere
kullanilabilen enzimlerdir.

2.3.1 DNAligaz

T4 DNA ligaz T4 virlsi tarafindan enfekte edilmis E. coli hiicreleri iginde virlise ait bir gen tarafindan
sentezlenir. Hem kor u¢ ve hem de yapiskan uglu DNA molekillerinin ligasyonunda (birbirine
baglanmasinda) etkili bir sekilde kullanilir. Birlestirilecek molekillerde 3° OH ve 5’ fosfat gruplari
arasinda fosfodiester bagi olusturur (Sekil 2.4). Reaksiyon icin ATP’ye ihtiya¢ duyar. Bu enzim rutin
ligasyon islemlerinde ¢cogunlukla tercih edilen ligazdir. E. coli’'nin DNA ligazi kor ug ligasyonlarini ya hig
gerceklestiremez ya da nadiren gerceklestirir. Bu nedenle kor ug ligasyonunun istenmedigi
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durumlarda E. coli DNA ligazi tercih edilebilir. Ligasyon mekanizmasi T4 DNA ligaz ile aynisidir. DNA
ligaz klonlama sirasinda vektor ile hedef DNA molekilinin baglanmasinda ve herhangi iki DNA
molekilinin baglanmasinda kullanihr.
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Sekil 2.4: T4 DNA ligaz enziminin iki DNA zincirini baglama mekanizmasi.
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3 Gen Klonlamada Kullanilan Temel Teknikler

Gen klonlama ve manipilasyon islemleri sirasinda bir ¢ok teknik uygulanmaktadir. Bu nedenledir ki
molekiler biyolojinin bu alanina rekombinant DNA teknolojisi denmektedir. Bu tekniklerin bir kismi
ilgili konularin iginde agiklanacaktir. Bu bolimde en temel teknikler kisaca 6zetlenecektir. Bunlardan
bazilari sunlardir: DNA izolasyonu, elektroforez ve DNA gorintileme, enzimatik kesim gibi.

3.1 DNA izolasyonu
Gen klonlamada temel materyal olan DNA'nin 6ncelikle saf bir sekilde izole edilmesi gerekir. Ayrica
farkh tip DNA molekillerinin izolasyonuna ihtiyag¢ vardir: genomik DNA, plazmit DNA ve viral DNA
gibi. Her bir DNA tipine ve saflastirilacak miktara gore farkli DNA izolasyon metotlari mevcuttur.
Burada genomik DNA, toplam DNA ve plazmit DNA izolasyonlarinin temel basamaklari aciklanacaktir.
Genomik DNA izole edebilmek igcin dncelikle bu DNA’yI tasiyan hiicrelerden olusmus bir canli
kiitlesine ihtiyag vardir. Bir bakteriden DNA izole edilecekse oncelikle bakteri uygun kosullarda
Uretilmeli ve santrifiigasyon veya filtrasyon yontemleriyle hiicreler gelisme ortamindan ayrilarak
hasat edilmelidir. Hasat edilmis bu bakteri kitlesi DNA kaynagi olarak kullanilir.
Makroorganizmalardan (hayvan ve bitkilerden) DNA izolasyonu yapilacaksa uygun dokulardan uygun
miktarlarda temin edilmelidir. Bitkiler i¢in bu doku yaprak, govde slirglinii veya kok uglari gibi bitki
kisimlari olabilir. Hayvanlarda ise ideal olarak kan, dalak veya karaciger dokulari tercih edilir ancak
cekirdegi bulunan herhangi bir hiicre tipi de DNA izolasyonu i¢in kullanilabilir. Sekil 3.1’de bir bakteri
kiiltdrinden toplam DNA izolasyonunun ana basamaklari 6zetlenmistir.
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Sekil 3.1: Bir bakteri kiltlrinden toplam DNA izolasyonunun ana basamaklari.

DNA izolasyonunun ilk basamagi canli dokuyu uygun bir tampon icerisinde pargalamaktir. Bitki ve
hayvan hiicreleri nispeten daha biiyilk ve daha zayif yapil olduklarindan dogrudan bir tampon icinde
kendiliginden parcgalanabilir veya sivi azot icinde dondurduktan sonra ezerek hicreler kirilabilir.
Ayrica enzimatik islemlerle de hiicre duvari ve zarn yikilabilir. Bitki hiicrelerinde biriktirilen baz
sekonder metabolitler hiicre pargalandiktan sonra DNA’ya hasar verdigi icin hiicreler yikilmadan 6nce
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ilave 6nlemlerin alinmasi gerekebilir. Bakteri hiicrelerinin ¢ok kiiglik olmasi ve hiicre duvarlarinin da
cok giiclii olmasi pargalanmalarini zorlastirir. Bu nedenle bakteri hiicrelerini yikmak i¢in enzimatik bir
yontem tercih edilir. Bu amagla yaygin olarak kullanilan enzim lizozimdir, 6zel olarak hiicre duvarinin
peptidoglikan tabakasini yikar. Ayrica kiglk cam parcaciklarinin (200 pm) mevcudiyetinde
vortekslenerek de peptidoglikan tabakalari yikilabilmektedir.

Bir sekilde hlcre duvari ve/veya zari yikildiktan sonra hicre igerigi tampon icine karisik bir
sekilde bulunur. Bu karisima hiicre o6ziitii denir. Hiicre 6zitil icinde blyik hiicre duvari parcalari
proteinler, RNA ve DNA bulunur. DNA izolasyonunda temel hedef bu karisimdan DNA disindaki diger
bilesenleri uzaklastirmaktir.

1. Bunun igin oncelikle 100 000 x g gibi bir hizda santrifligasyon ile biylik hiicre parcalarinin

dibe ¢okmesi saglanir. Karisimin sivi kismi (stipernatant) protein, RNA ve DNA icerecektir.

2. Supernatant icindeki proteinleri uzaklastirmak icin proteinaz enzimi eklenir ve kompleks
halindeki proteinlerin daha kiiglik polipeptitlere yikilmasi saglanir. Takiben ortama fenol
eklenir. Fenol proteinlerin ¢okelmesini saglar. Fenol slipernatant igine eklenip karistirildiktan
sonra santrifiigasyonla fenol ve sulu fazlarin ayrilmasi saglanir. Bu iki fazli safhada proteinler
alttaki fenol fazi ile isteki sulu siipernatantin birlesme zonuna ¢okelir. Ustteki sulu faz DNA
ve RNA igerir.

3. RNA ve DNA iceren sulu faz dikkatlice alinarak yeni bir tiipe konur ve karisima RNaz enzimi
eklenir. Bu enzim RNA’lari niikleotit birimlerine yikarken DNA buitiin olarak kalir.

4. DNA iceren bu faza tek degerlikli iyonlar ve alkol eklendiginde DNA c¢okelirken RNA
nikleotitleri sivi icinde kalir. 15 000 x g gibi bir hizda santrifligasyon sonrasinda DNA tlpiin
dibinde ¢okelecektir. Sivi kisim uzaklastirildiktan sonra DNA ¢okeltisi uygun hacimde tampon
icinde ¢ozalur.

Degisik amaglar icin farkh metotlar uygulanarak DNA izolasyonu yapilabilir. Rekombinant DNA
islemlerinde genomik DNA, plazmit DNA’si, viral DNA veya belli blylkliikte DNA fragmentlerinin
izolasyonu gerekebilir. izole edilecek DNA tipine gére 6zel bir strateji uygulanmasi gerekir. Sézgelimi
bir bakteri kiltliriinden bir plazmit orijinli vektér DNA izolasyonu yapilacaksa DNA izolasyonunda
biydkligi veya konformasyonu esas alan bir strateji uygulanmasi gerekir. Ya bakteriye ait
kromozomal DNA’yI uzaklastirici bir islem yapilmali ya da belli tampon sartlarinda siper saril kalan ve
kalmayan DNA’nin ayirt edilmesini saglayan bir yontem uygulanmalidir. Bliytklik farkina dayali bir
izolasyon icin gradyent santrifiigasyon teknigi kullanilabilir. Bu yéntemde yogunluk gradyenti olan bir
santrifiij tlplnin Ust kismina hiicre 6zutlu eklenir. Yiksek hizda (100000 x g) santrifigasyon
sonrasinda tlpiln dibinden Gst kismina dogru molekillerin bulunma sirasi soéyledir: RNA, plazmit
DNA’sI ve kromozomal DNA.

Konformasyona dayali izolasyon igin kullanilan tekniklerden biri de alkali lizis teknigidir (Sekil
3.2). Bu teknigin temeli dogrusal DNA’nin yiksek pH ortaminda (pH 12) denatiire olmasi, stipersarili
DNA’nin ise denatiire olmamasi esasina dayanir. Hiicreler nétral pH’da parcalandiktan sonra 6zit
ylksek pH’ya cikarilir. Bu sartlar altinda nispeten blyiik parcalar halindeki kromozomal DNA denatiire
olur ancak plazmit DNA’sI hala siper sarihdir. Bu asamada pH hizla néral degere indirilir, bu sirada
denatiire haldeki DNA diizgiin bir sekilde renatiire olmak icin yeterli stire bulamaz ve rasgele ¢apraz
eslesmelerle bir kiitle haline gelir, plazmit DNA’si hala stper sarili sekilde ¢ozelti igindedir. Bu
asamada gerceklestirilen santrifligasyon sirasinda genomik DNA biyilik hiicre pargalariyla beraber
dibe c¢okerken plazmit DNA’sI ¢Ozelti icinde kalir. Bu slpernatant icinde sadece plazmit DNA’s|
mevcuttur. Proteinler ve RNA uzaklastirildiktan sonra bu DNA ¢okeltilerek saf plazmit DNA’sI elde
edilir.
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Sekil 3.2: Bakteri hiicrelerinden alkali lizis yontemiyle plazmit DNA izolasyonu.

Bazi durumlarda restriksiyon endoniikleazlarla veya diger endoniikleazlarla kesilmis ya da
sonikasyon gibi fiziksel yontemlerle pargalanmis bir DNA fragmentlerinin karisimindan belli
blytklikteki DNA fregmentlerinin saflastirilmasina ihtiya¢ duyulabilir. Bu durumda hazirlanmis DNA
fragment karisimi agaroz jelde elektroforetik olarak yiritilerek birbirinden ayrilmalari saglanir
(bakiniz Bélim 3.2). Sonra bir transilliminator Gzerinde hedef fragmentin bulundugu boélge jelden
kesilerek bie ependorf tipe alinir (Sekil 3.3). Jel kitlesi enzimatik veya diger yontemlerle ¢ozulir.
Boylece DNA bir tampon iginde serbest kalir. Bu durumda tampon igindeki DNA etanol ¢oktiirmesi
uygulanarak ¢oktirilir ve istenen hacimde ¢o6zlllr. Ayrica ticari olarak saglanan jelden DNA
izolasyon kitleri kullanilarak hedef DNA fragmenti jel kiitlesinden izole edilebilir.

Jelden talasqen
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Sekil 3.3: Agaroz jelden belli biyiklikteki DNA fragmentlerinin saflastiriimasi.

Ayrica farkli tip DNA izolasyonu icin farkli ticari kitler kullanilarak da izolasyon yapmak
mimkindir. Kromozomal DNA, toplam DNA, plazmit DNA’sI, bakteriyel kromozomal DNA, bitkisel
kromozomal DNA, PCR fragment DNA’si gibi farkli DNA’lar igin 6zel izolasyon kitleri mevcuttur. Hangi
yontem uygulanirsa uygulansin DNA izolasyonunda temel basamaklar aynidir: Hicrenin
parcalanmasi, DNA disindaki diger kitle ve molekillerin uzaklastirimasi ve DNA ¢ozeltisinin
yogunlastiriimasi.

3.2 Jel elektroforez ve DNA goriintiileme
Elektroforez bir elektrik alanin etkisi altinda yukli molekillerin gogidir. Farkh blytklikteki DNA
fragmentlerinin ayrilmasi icin ¢ogu durumda elektroforez teknigi kullanilir. Bir elektrik alanin negatif
kutbuna yakin bir pozisyona yerlestirildiginde DNA molekdilleri, pozitif kutba dogru gé¢ ederler. Belli
bir stire sonunda elektroforez ortaminda ayni veya benzer biyuklige sahip DNA molekdilleri bir arada
bulunur. Ayni veya benzer biyiklikteki her bir DNA bolgesi pratikte DNA bandi olarak da adlandirilir.
DNA elektroforezi icin genellikle jel ortamlar kullanilir. Rekombinant DNA islemlerinde jel
ortam olusturmak icin genellikle agaroz ve 6zel durumlarda da akrilamid kullanilir. Agaroz nispeten
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daha gevsek ortamlar olusturur ve nispeten biyik DNA fragmentlerinin ayriminda kullanilir. Akrilamit
jeller ise daha siki jel ortamlar olusturur ve birbirinden tek bir nikleotit kadar farkli blytkliikte olan
DNA fragmentlerini dahi ayirma gilicline sahiptir. Agaroz jeller buylkluk farklari fazla olan DNA
molekdllerini ayirt etmek i¢in yaygin kullanilan yontemdir. Akrilamid jeller ise buyuklikleri birbirine
cok yakin olan fragmentlerin ayrilmasinda ve DNA dizileme islemlerinde kullanilir.

Bir jel bir elektroforez tanki igine yerlestirilir ve elektrik iletkenligini saglayan bir tampon ile
doldurulur. Jelin elektroforez tankinin negatif kutbuna yakin ucundaki oyuklara DNA ¢ozeltisi
ylklenir. DNA molekilleri ¢ozelti icinde negatif yiikli olduklarindan bir elektroforez ortaminda pozitif
kutba dogru hareket ederler (Sekil 3.4). Eger elektroforetik ortam bir jel kitlesi ile gegisi zorlastiriimis
dar porlardan olusmakta ise DNA molekila ilerlerken porlarin duvarlariyla sirtlinerek yavaslar.
Molekil ne kadar biyilikse strtinme o kadar fazla ve molekiiliin hizi da o kadar yavas olacaktir.
Dolayisiyla farkli buyikliklere sahip DNA molekiilleri elektroforetik jel ortamina ayni noktadan
yuklenirse kiigik molekiller daha hizli ilerlerken buylk molekiller daha yavas ilerleyebilecektir. Belli
bir elektroforez siiresinin sonunda DNA fragmentleri blyukliklerine gore jel icerisinde ayri gruplar
seklinde ayrisacaktir (Sekil 3.5).
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Sekil 3.4: Bir DNA jel elektroforez diizenegi.

Agaroz jelin yogunlugu arttik¢a olusacak porlarin ¢api da daralacaktir. Buna bagh olarak
molekillerin hizi da yavaslayacaktir. Rekombinant DNA laboratuvarlarinda 250 bg ile 5 kb arasindaki
blytikliklere sahip DNA molekillerini ayirt etmek i¢in %0.7’lik agaroz jeller kullanilir. Daha kigik
fragmentleri ayirt etmek icin daha yogun (%1, %1.5, %2, %3 ... gibi) agaroz jeller kullanilir. Jel
yogunlugu arttikca DNA molekillerinin hizi azalir ve DNA molekdllerini iceren her bir DNA bandinin
sinirlari netlesir. Elektroforez ile ayrilmis fragmentler etidyum bromir gibi floresan bir madde ile jelin
boyanmasi sonrasinda bir transilliminator Uzerinde goriintilenebilir. Bu gorintilerin fotografi
cekilerek ilgili DNA molekdllerinin olusturdugu bandlar gézlemlenebilir (Sekil 3.5).
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Sekil 3.5: DNA elektroforezden sonra bir boyanmamis ve bir de etidyum bromiir gibi bir DNA boyasi
ile boyanmis jelin gériintisi.

3.3 Jelden filtrelere DNA transferi (Southern blotlama)
Agaroz jellerde DNA molekiilleri sadece kapiller ¢eperlerle fiziksel etkilesimin bir sonucu olarak sabit
kalr. Bu zayif bir tutunma oldugu icin ilave islemler yapmak gerektiginde DNA jelden ayrilir. ESer DNA
bantlari bulunduklari noktada sabitlenmek isteniyorsa molekiller bulunduklari yizeye kovalent
olarak baglanmalidir. Bu sekilde DNA’y1 seker-fosfat omurgalarindan kovalent olarak baglayarak
sabitlemek icin naylon veya nitroseliloz membranlar kullanilir. Bu membranlarin ylzeyi ile DNA'nin
seker fosfat omurgasi arasinda 6zel sartlar saglanirsa kovalent baglar olusur. Bu sekilde membran
Uzerinde bulundugu yere sabitlenen DNA molekiilleri denaturasyon ve renaturasyon ozelliklerini
kaybetmezler. Bu sekilde sabitlenmis bu DNA molekilleriyle homolog DNA’lar arasinda hala
hibritlesme miimkin olur. Béylece elektroforetik olarak ayrilmis olan bantlar ile problar arasindaki
olasi hibritlesmeler test edilebilir. Bir jelden bir membran ylzeyine DNA transferi islemlerine
Southern blotlama denir. Bu yontem ile DNA fragmentleri konumlari degismeden membran
yluzeylere transfer edilir. Konumu degismeden transfer edilen DNA ile membran arasinda,
membranin kisa sire (10-15 sn) u.v. 1sik altinda tutulmasiyla ya da 80°C'de 30 dk isitilmasiyla
kovalent baglarin olusmasi saglanir. Bu asamadan sonra spesifik problarla membran ylzeyine bagli
DNA’nin hibritlesip hibritlesmedigi belirlenebilir.

Bir Southern blotlama diizeneginin en dibine bir dayanak (izerine bir kagit filtre yerlestirilir ve
Uzerine elektroforez yapilmis jel yerlestirilir (Sekil 3.6). Southern blotlama kabinin dip kismindaki sulu
tampon kagit filtre icinden Ust kisimlardaki kuru bolgeye dogru gegerken jelin igcindeki DNA’y1 da tasir.
DNA jelden cikabilir ancak memran (zerindeki porlar yeterince genis olmadigl icin DNA membran
ylzeyinde kalir. Yeterince sire transfer edildikten sonra membran dizenekten c¢ikarilarak DNA
sabitlenir.
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Sekil 3.6: Bir Sothern blotlama dlizenegi.
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3.4 DNA ¢ozeltilerine enzimatik islemlerin uygulanmasi

Rekombinant DNA islemleri sirasinda DNA'nin parcalanmasi, birlestirilmesi ve modifikasyonu igin
bircok enzimatik islem uygulanir. Bunlardan en yayginlari sunlardir: Restriksiyon endontikleaz kesimi,
ligasyon, fosforilasyon, defosforilasyon, polimerlestirme gibi.

Rekombinant DNA islemlerinde kiglik miktarlarda enzim kullanilir. Enzimin Ureticisine ve
katalizledigi reaksiyona gore birim hacimdeki farkli miktardaki aktiviteler tnite seklinde 6lgilir. Belli
miktardaki bir DNA reaksiyonunu katalizlemek icin Onerilen miktarda enzim Unitesini kullanmak
gerekir. Sozgelimi 10 ug DNA'nin EcoRl restriksiyon endoniikleaz ile kesebilmek icin 5 linite enzime
ihtiyac duyuluyor olabilir. Enzim ile beraber genellikle gerekli tampon ve ilave ajanlar saglanmaktadir.
Tipik bir 10 pl hacimli restriksiyon endontikleaz reaksiyon karisimi soyle olabilir:

DNA (2 pg/H)cveereeireeiere e 5l
EcoRl reaksiyon tamponu (10x)....1 pl

Saf SU.vieiece e 3ul
EcoRl enzimi (5 Gnite/pl)................1 pl

Reaksiyon karisimina en son enzimin eklenmesi enzimin optimum sartlara maruz kalmasini
saglayacaktir. Ayrica enzim igin uygun sicakhgin saglanmasi gerekir (25°C, 37°C, 65°C gibi). Bu
sartlarda reaksiyon tavsiye edilen siirece boyunca ( 30 dk, 1 saat gibi) devam ettirilir. Cogu durumda
reaksiyon siresi sonunda reaksiyon karisimina uygulanacak sonraki basamaga gecilebilir. Ancak bazi
enzim reaksiyonlarinin siirenin sonunda kimyasal veya fiziksel yontemlerle sonlandirmasi gerekebilir.
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4 Gen Klonlamada Kullanilan Vektorler

Vektor bir konak hiicreye transfer edilmek lizere yabanci DNA'nin baglandigl otonom olarak replike

olabilen bir DNA molekiludir. Vektorler klonlama, manipilasyon, integrasyon veya ekspresyon gibi

amaglar i¢in gelistirilmislerdir. Genellikle dogal plazmit veya virlslerin manipile edilerek kullanigh
hale getirilmis sekilleridir. Vektorlerin bazi temel 6zellikleri tasimasi gerekir. Bunlardan baslicalari
sunlardir:

1. Bir replikasyon orijinine sahip olmalidir. Bu sayede vektor ve tasidigi hedef DNA molekili konak
hiicre icinde replike edilerek olusacak yeni hiicrelere yeterli sayida vektor molekiliniin gegmesi
saglanir. Replikasyon orijinleri genellikle tiire 6zgu oldugu icin bir plazmit veya viral kékenli vektor
transfer edilecegi konak hiicreye uygun bir replikasyon orijini dizisine sahip olmalidir.

2. Segilebilir bir genetik belirte¢ (marker) tasimalidir. Vektor tasiyan ve tasimayan konak hiicreleri
ayirt edebilmek igin takip edilebilir bir fenotip (belirte¢) gereklidir. Bu fenotipleri (belirtegleri)
kodlayan gen bolgeleri plazmit Gzerinde bulunmalidir. Tipik belirtegler arasinda antibiyotik direng
genleri ve diger bazi metabolizma genleri sayilabilir. S6zgelimi ampisilin direng geni (amp” veya
bla) ve beta galaktosidaz geni (lacZ) gibi.

3. Kullanigh restriksiyon endoniikleaz tanima dizileri. Vektor Gizerinde uygun pozisyonlarda farkli
tip restriksiyon endontikleaza ait tanima dizisinin olmasi gerekir. Bu tanima dizilerinden vektor
kesilir ve ayni enzimle kesilmis hedef DNA molekilleri bu bolgeden vektére baglanir. Bu tanima
dizilerinin vektor tUzerinde tek bir defa temsil edilmesi 6nemlidir, birden fazla defa temsil edilirse
plazmit birden fazla parcaya béliinecek ve ¢ogu durumda kullanilmaz hale gelecektir. Ayrica bu
tanima dizileri replikasyon orijini ve belirte¢ gen bolgeleri icinden keserlerse plazmit bu
ozelliklerini kaybedecektir.

4. Kullanigh bir biiyiikliige sahip olmalidirlar. Bliyik DNA molekdillerinin in vitro’da kullanimi ve
manipiilasyonu oldukga zordur ve konak hiicre igindeki stabilitesi zayiftir. Bu nedenle vektor
molekilleri mimkiin oldugunca kiiclik molekiller olmalidir. Klonlamada konak hiicre olarak E.
coli hiicreleri yaygin bir sekilde kullanilir. Bu hiicreler iginde vektorler icine baglanmis 10 kb’dan
blylk DNA’larin stabilitesi zayiftir. Dolayisiyla klonlama vektorleri 10 kb’dan kigik tercihen 5 kb
ve daha kicik DNA molekilleri olmalidirlar.

5. Yiksek kopya sayisina sahip olmalidirlar. Bir plazmit icin kopya sayisi bir hiicrede temsil edildigi
sayinin hlicrenin kromozom sayisina oranidir. Bakteri hiicreleri haploit oldugundan teorik olarak
her hiicrede tek bir kromozom vardir. Bu durumda prokaryotik bir hiicredeki plazmit sayisi
dogrudan kopya sayisi olarak kabul edilebilir. Bir vektoriin kopya sayisinin fazla olmasi bir
hicrede hedef DNA sayisinin da o kadar fazla olacagl anlamina gelir. Yani tek kopya olarak konak
hicreye transfer edilen bir hedef DNA vektoriin kopya sayisi kadar ¢ogaltiimis olur.

Klasik klonlama vektorlerine iki grup plazmit orijinli vektor 6rnek verilebilir: pBR serisi vektorler
ve pUC serisi vektorler. Vektorlerin isimlerinin basindaki bir kiigiik “p” harfi vektoérin orijinin plazmit
oldugunu gosterir, takip eden buyik harfler ve rakamlar ise o vektori gelistirenler tarafindan verilen
isimdir. Bu harfler ya arastiricilarin isminden ya da arastirmanin yapildigi kurumun isminden
tiretilmistir. BR harfleri pBR322 vektoriini tasarlayan arastirmacilarin soy isimlerinin ilk harfidir. UC
is pUC serisi vektorlerin gelistirildigi Kaliforniya Universitesi’nin adinin ilk harfleridir.

pBR322, 4261 bg bilylkliginde bir plazmit vektoradar (Sekil 4.1). Bir replikasyon orijini
mevcuttur. Ampisilin ve tetrasiklin direng genleri olmak lizere iki adet genetik belirtece sahiptir.
Ayrica plazmit Gzerinde farkli pozisyonlarda konumlanmis restriksiyon endoniikleaz tanima dizileri
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vardir. Bu dizilerden (gl EcoRV, BamHI ve Sall tetrasiklin geni icinde, biri Pstl ampisilin geni icinde ve
ikisi EcoRl ve Hindlll de iki belirte¢ arasinda konumlanmislardir. Bu tanima dizileri uygun restriksiyon
endonikleazla kesilerek ayni enzimlerle kesilmis hedef DNA fragmentlerini baglamak Gzere kullanilir.
Hedef genin (DNA’nin) hangi pozisyona baglandigina bagl olarak vektoér tarafindan saglanacak
fenotipler degisiklik gosterecektir. Bu pozisyonlarin secilecegi klonlama islemlerinde énemli olup
ilerleyen konularda agiklama yapilacaktir.

Sekil 4.1: E. coli klonlama vektor pBR322'nin fiziksel haritasi.

pUC19, 2686 bg biliylkliginde bir plazmit vektoridir (Sekil 4.2). Bir replikasyon orijinine
sahiptir. iki genetik belirteg geni tasir. Bunlardan biri ampisilin diren¢ genidir. Diger belirtec gen bir
metabolizma genidir: B-galatosidaz enziminin a domanini kodlayan gen golgesidir (lacZ’). Bu genin
(lacz’) baslangicina yakin bolgede genin ekspresyonuna etki etmeyen bir polilinker bolge vardir (Sekil
4.3). Bu bolge yaklasik 50 b¢ blytkliginde bir DNA bolgesi olup 20 civarinda farkli restriksiyon
endonikleaza ait tanima dizisini tasir. Bu enzimlerden herhangi biri hedef DNA’y1 baglamak Uzere
kullanilabilir. Bu golgeye bir DNA baglandiginda lacZ’ geni mutasyona ugrar (lacZ”) ve fenotip degisir:
yabani tip vektor laktozu pargalarken mutant yani hedef DNA'yi tasiyan rekombinant vektor laktozu
parcalayamaz. Vektoriin bu fenotipik degiskenligi de klonlama basamaklarinda dogru vektorlerin
seciminde kolaylik saglar.

Sekil 4.2: E. coli klonlama vektori pUC19’un fiziksel haritasi.
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pUC19 MCS
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agtgAATTCGAGCTCGGTACCCGGGGATCCTCTAGAGTCGACCTGCAGGCATGCAAGCTTGGegtaatcatagts
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*——w. [acZor Aranslational start

Sekil 4.3:pUC19 vektorinin coklu klonlama bolgesi ve restriksiyon endonikleaz tanima dizisi
pozisyonlari.

Rutin klonlama vektorleri 10 kb’dan daha kiigcik DNA molekillerinin klonlanmasi icin
kullanislidir. Daha blylik DNA boélgelerinin klonlanmasi igin diger vektor tipleri de gelistirilmistir.
Bunlar arasinda bakteriyofaj vektorleri, cosmid ve fajmid gibi faj-plazmit hibrit vektoérleri vardir ve bu
vektorlere 40 kb civarinda DNA’nin klonlanmasi miimkindir. Diger bir yliksek kapasiteli hibrit vektor
olan bakteri yapay kromozomu (BAC) vektorleriyle 100-300 kb DNA klonlanabilmektedir.

E.coli disinda diger bakteriler icin de vektorler vardir. Ancak bunlarin klonlama amaciyla
kullanimi sinirhdir. Yine funguslar, bitkiler ve hayvanlar icin vektoérler olusturulmussa da bu vektorler
gen klonlama amaciyla degil ya gen transferi icin veya hedef genlerin ekspresyonu icin gelistirilmis
vektorlerdir.
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5 Rekombinant DNA Teknolojisinde Konak Sistemleri
Yabani tip veya rekombinant vektoérlerin replikasyonu 6zel hiicreler icinde gerceklestirilir, bu sayede
vektorler uzun sire korunabilir ve hiicrenin replikasyon enzimleriyle sayilari artirilir. Vektorlerin ve
rekombinant vektorlerin otonom olarak replike olmasini ve tasidiklari genlerin ekspresyonunu
saglayan kullanish hiicrelere konak hiicre denir. Rekombinant DNA islemlerinde bazi istisnalar disinda
kullanilan en yaygin konak hicreler E. coli hiicreleridir. Kolay ve hizli Gretilmesi, genetik yapisinin iyi
bilinmesi ve patojen olmamalari gibi genel 6zelliklerinin disinda konak hiicreler diger bazi 6zelliklere
sahip olmalidir.

1. Etkili bir sekilde transforme edilebilmelidir. Transformasyonun etkinligi iki 6zellige baghdir. Bu
Ozelliklerden biri DNA’y1 hiicre igine etkili bir sekilde alabilme 0Ozelligidir. Bu mekanizma tam
olarak agiklanabilmis degildir. Transformasyonun etkinligini belirleyen ana 6zellik i¢sel bir DNA-
yikim sisteminin varhgi veya yoklugudur. Klonlamada kullanilan konaklarin gogunun koken aldigi
sus E. coli K susudur ve hsdRMS lokusu tarafindan kodlanan bir restriksiyon modifikasyon sistemi
tasir. hsdR geni bir endoniikleaz kodlar ve bu hiicredeki metillenmemis DNA’yi keser. Bu gen
bakimindan mutant hiicreler ise metillenmemis DNA’y1 yikmayacak ve transformasyon etkinligini
artiracaktir. Bu nedenle 6zel durumlar hari¢ konak olarak kullanilan E. coli hicrelerinin hdsR
lokusu mutanttir.

2. Plazmitleri kararh bir sekilde muhafaza etmelidir. Bir rekombinant plazmit hiicrenin igine
girdiginde (icsel restriksiyon enzimlerinden kacabildiyse) uygun bir replikasyon orijininne sahip
olsa bile replikasyon ile ¢ogalmasi ve hicre icinde stabil kalmasi garanti degildir. Transforme
edilmis plazmitler arasindaki kisa rekombinasyonlar sonucunda molekdllerin buyulkliklerinin
degismesi ve bazi dizilerin ters donmesi plazmit stabilitesini bozmaktadir. Bu problem genellikle
hiicre rekombinasyon mekanizmasi genlerinden recA geninin mutasyonuyla asilabilmektedir.
recA mutant konak sistemlerinde rekombinasyon minimize olmaktadir.

3. lacZ’ geninin kullanimina izin vermelidir. Rekombinant vektoér tasiyan ve yabani tip vektor
taslyan konak hiicrelerin ayrilmasinda kullanish olan lacZ’ geni ile saglanan mavi-beyaz segim
sistemine izin vermesi gerekir. Bunun icin genellikle kromozomal lacZ’ dizisinin silinmis olmasi bu
sistemin g¢alismasini saglayacaktir.

Rekombinant DNA islemlerinde farkli amaglar igin gelistirilmis farkli E. coli konak sistemleri
saglayan suslar olusturulmustur. Bunlar arasinda HB101, JM109, BL21 ve DH5a sayilabilir. DH5a
susunun genotipleri séyledir:

F ®80/aczAM15 A(lacZYA-argF) U169 recAl endAl hsdR17(r, m,’) phoA supE44 thi-1 gyrA96 relA1 X'

DH5a’nin diger suslardan ayirt edici genotipleri ve olusturduklari fenotipler séyledir:
lacZAM15: X-gal iceren kati besiyerlerinde kolonilerin mavi/beyaz gériintiilemesine izin verir.
recAl: transfer edilmis DNA’nin stabilitesini saglar ve istenmeyen rekombinasyonlari engeller.
endAl: miniprep metoduyla saflastirilan plazmit DNA miktarini ve kalitesini iyilestirir.

5.1 Konak hiicrelere DNA transferi

Klonlanmis bir genin konak hiicreler iginde otonom replikasyon ile sayilarinin artiriimasi
gerekmektedir. Bu nedenle de bir konak hiicreye DNA transfer edilebilmelidir. Rekombinant DNA
islemlerinde konak hiicrelere DNA transferi farkli yontemlerle yapilmaktadir. Bunlar arasinda en
yaygini ¢iplak DNA'nin hiicreye transferi seklinde gergeklesen transformasyondur. Diger yontemler
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arasinda elektroporasyon, biyolitik yontem ve konjugasyon sayilabilir. Bir hiicreye DNA transferi
sadece hiicre zarinin icine DNA'y! iletmekten ibaret olmayip iletiien DNA’nin hiicre icinde stabil
kalabiliyor olmasini da kapsar.

Transformasyon bakteriler arasinda bazi gruplarda dogal olarak da geceklesebilen bir slirectir.
DNA hiicre icerisine alinir, ya otonum olarak ya da kromozoma integre olarak varhigini sirdirebilir
hale gelir. E. coli hiicreleri dogal olarak transforme olamayan hiicrelerdir. Deneysel olarak bazi
kimyasal ve fiziksel sartlara maruz birakarak E. coli hiicresi transforme olur hale getirilir. Konak
sistemi olarak E. coli hiicrelerinin transformasyonu igin farkli yéntemler mevcuttur. Bunlardan en
yaygini CaCl, varliginda hicrelerin tsltilmesi yontemidir. Orta logaritmik faza kadar tretilmis (ODsgs
=0,4-0,6) kiltirden elde edilen hiicreler CaCl, iyonlar varliginda 4°C'de belli bir sire tutulduktan
sonra transforme edilebilir hale gelirler. Belli islemler uygulanarak transforme edilebilir hale getirilmis
E. coli konak hiicrelerine alici (kompotent) hiicreler adi verilir. Alici hiicrelerle transfer edilecek DNA
karistirildiktan sonra kisa bir sicaklik soku uygulanarak (42°C) DNA’nin hiicre igine gegisi saglamir. Alici
hicreler bir vektor ile veya rekombinant vektor ile ya da herhangi bir uygun DNA molekiillyle
transforme edilebilir. Bir DNA molekiillyle transforme edilmis konak hiicrelere transformant denir.
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6 Genomik DNA'nin Klonlanmasi

Gen klonlama, hedef bir DNA molekilinin bir vektére baglanarak izole edilmesi ve elde edilen
rekombinant vektorin bir konak hiicre iginde gogaltiimasi islemleridir (Sekil 6.1). Gen klonlamanin iki
gerekcesi vardir. Bunlardan birisi klonlanmak istenen DNA daha buyilik bir DNA molekillintn bir
bolgesiyse veya diger DNA molekiilleriyle karisik bir durumdaysa hedef DNA fragmentini
digerlerinden ayirmak, izole etmektir. Digeri de izole edilmis hedef DNA molekllinin sayisini

artirmaktir.
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Sekil 6.1: Gen klonlamanin ana hatlari: Gen kitliphanesinin olusturulmasi.
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Klonlanmak istenen genler genellikle daha biyik DNA molekillerinin sézgelimi bir
kromozomun veya biiylik bir kromozom pargasinin bir kismidir. Bu durumda kromozomal DNA’yi
klonlanabilecek kadar kigik parcalara ayirdiktan sonra klonlamak esastir. Genomik veya kromozomal
DNA’y1 restriksiyon endoniikleaz veya diger bir yontemle kiclk parcalara ayirdiktan sonra bu
parcalarin rasgele klonmasiyla elde edilen klonlarin tamamina gen kitiiphanesi denir. Gen
kutiphanesi eger ligasyon ve konak hiicreye transfer islemleri optimum olarak geceklestiyse hedef
genomun veya kromozomun tasidigl genlerin tamamini icerir. Bir gen kitlphanesi icindeki hedef bir
geni tasityan klonun hangisi olduguna karar vermek igin ilave tekniklerin uygulanmasi gerekir. Sonug
olarak bir genomik DNA klonlamasi iki asamada gerceklestirilir:

i) Gen kattuphanesinin olusturulmasi ve
ii) Gen kittphanesinden dogru klonun segilmesi.

6.1 Gen kiitiiphanesinin olusturulmasi

Eger bir organizmaya ait bir gen klonlanmak isteniyorsa ve o gen bdlgesini 6zel olarak genomdan
ayirarak klonlamak i¢in bir yontem mevcut degilse (PZR g¢ogaltimi gibi), genomun tamami
klonlanabilecek kigilk pargalara ayrilarak bitin pargalarin rasgele klonlanmasi igin bir strateji
olusturulur. Elde edilecek klonlar arasindan hedef gen bdlgesini tasiyan klonun secilmesi de bu
stratejije eklenmelidir. Bir organizmaya ait genomun tamamini iceren klon topluluguna gen
kitiiphanesi veya genom kiitliiphanesi denir. Eger herhangi bir ayrim yapmaksizin genomun tamami
klonlandiysa bu bir tam gen kitlphanesidir. Bazen belli bir restriksiyon endontikleazla kesilen
fragmentler incelenerek hedef geni iceren fragment blyuklGgu belirlenebilir. Eger bu mimkin olursa
hedef geni tasiyan biyuklik civarindaki biyiklige sahip fragmentler klonlanir ve diger buydklikteki
fragmentler klonlanmaz. Bu sekilde elde edilen, genomun belli bir kismini iceren gen kiitiphanelerine
de kismi gen kitiliphanesi denir. Tam gen kitiphanesi ile karsilastirildiginda hedef bir genin sikhgi
kismi gen kutliphanesinde daha yliksektir. Dolayisiyla kismi gen kitliphanesinde hedef klonu
belirlemek daha kolay olacaktir. Bir gen kitliphanesini olusturmak icin yapilmasi gereken isler
asagidaki gibidir:

1. Genomik DNA’nin klonlanabilir biiyiikliikte fragmentlere pargalanmasi: Klonlanabilir bir
DNA fragmentinin biylklGgi kullanilan vektoriin DNA tasima kapasitesi ile sinirhidir. BAC ve kozmitler
gibi ylksek kapasiteli vektorler mevcutsa bile, yaygin klonlama islemlerinde kullanilan vektorlerin
kapasitesi 10 kb’in altinda olup ideal buyiklik ise 5 kb’in altidir. Dolayisiyla klonlanmak istenen
genomik DNA, tercihen yapiskan ug¢ olusturan ve vektor Uzerinde de tanima dizisi bulunan bir
restriksiyon endontikleaz ile kesilir. Sonra kesilen DNA molekiillerinin klonlanabilecek kiguklige
indirildigi agaroz jel elektroforez yontemiyle test edilir. Eger bir enzim, genomu yeterince kiguk
parcalara ayiramadiysa diger bir enzim denenir. Bu enzimlerin yapiskan ug olusturan enzim olmalari
klonlama basarisini artirir. Ancak uygun yapiskan ug olusturan bir enzim belirlenemediyse koér ug
olusturan enzimler de kullanilabilir, bu durumda klonlama verimi disecektir. Genomun kesildigi
yapiskan ug¢ olusturan enzim, klonlamada kullanilmasi planlanan vektoéri uygun bir pozisyondan
kesiyor olmasi gerekir, aksi takdirde bu fragmentler vektére baglanamazlar. Kér ug¢ olusturan
enzimlerde boyle bir zorunluluk yoktur, herhangi bir kér ug olusturan enzim ile hedef DNA ve vektor
kesilerek ligasyon saglanabilir.

2. Vektoriin restriksiyon endoniikleaz ile kesilmesi ve 5’ uglarinin defosforilasyonu: Vektor
klonlanmak istenen fragmentin kesildigi ayni restriksiyon endonikleaz ile kesilir. Bunun gerekgesi
olusturulan uglarin komplementer olmasini saglamaktir. Komplementer uclar yardimiyla vektoér ve
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fragment uglari zayif bir sekilde kisa sireligine bir arada tutulur. Bu sire kisa da olsa ligasyon
veriminin artirilmasinda 6énemli bir rol oynar. Kér uglarin ise reaksiyon ortaminda bir araya gelmesi
tamamen tesadife baglidir ve siiphesiz ki bu olay yapiskan uglarla kiyaslandiginda ¢ok daha nadir
olarak meydana gelecektir.

Yapiskan veya kor uclu olsun vektor uglarindaki 5° P gruplari koparilir. Bunun énemli bir

gerekgesi vardir: DNA ligaz iki DNA zincirini birinin 3" OH ve digerinin de 5’ fosfat uglarini bir
fosfodiester bagi olusturarak birlestirir (eger uglar temasta ise). Bir karisimda vektér uclarinin
genomik DNA fragment uglariyla eslesmesi istenir ancak bu eslesme ayni DNA fragmentinin iki ucu
arasinda da olusabilir. Ayni DNA'nin uglarinin ligasyonuna self ligasyon (kendikendine ligasyon)
denir. Bir ligasyon karisiminda farkh fragmentler self ligasyonla halkasallasabilir fakat restriksiyon
endontikleaz ile kesilmis bir vektorin self ligasyonu hig istenen bir durum degildir. Clinkl temel amag
bir vektorle bir hedef DNA fragmentinin baglanmasidir. Bu durumda vektoriin kendi Uzerine
ligasyonunu engellemek igin 5’ fosfat gruplari fosfataz enzimleriyle (CIAP gibi) koparilir. Bu durumda
bir vektor molekiliniin uglari bir araya gelse bile ligasyon icin gerekli olan 5’ fosfat grubu saglanamaz
ve vektor self ligasyonu engellenir. Béylece vektoriin halkasallasabilmesi icin hedef fragmentlerden
birine baglanmasi zorunlulugu olusturulur.
3. Vektor ile genomik DNA fragmentlerinin ligasyonu: Vektor ile genomik DNA fragmentlerini
birbirine baglayarak rekombinant vektorler olusturmak (izere vektor ve fragment karisimi
karistirilarak ortama T4 DNA ligaz gibi etkili ligasyon yapan bir enzim eklenir. Bu sartlar altinda
beklenti bir vektor molekilinin bir genomik DNA fragmenti ile baglanmasidir ve bu olay reaksiyon
karisiminda gergeklesir. Ancak ligasyon rasgele meydana geldigi icin diger bazi ligasyon Uriinleri de
olusacaktir. Bunlar u¢ uca baglanmis genomik DNA fragmentleri ve halkasallasmis genomik DNA
fragmentleridir. Bu karisim icinde konak hiicre icine transfer edildiklerinde replikasyonu yapilabilen
tek yapi rekombinat (ve eger varsa yabani tip) vektorlerdir. Diger DNA tiplerinin transformasyon
sonrasl stabil kalmasi miimkiin degildir.

Ligasyon reaksiyon karisimi iginde diger tip DNA molekiilleri ile beraber rekombinant

vektorler mevcuttur. Bu rekombinant vektorlerin optimium reaksiyon sartlarinda farkli genom
fragmentlerine baglanmis oldugu beklenir. Dolayisiyla bu ligasyon karisimindaki farkh tip
rekombinant vektorler bir organizmanin genlerinin tam bir takimini tasiyor olmasi temel beklentidir.
Bazi durumlarda ligasyon verimliligi yeterli olmayabilir ve bu beklenti karsilanamayabilir. Dolayisiyla
bir genomik DNA klonlama c¢alismasinda ligasyon verimliligini en yiksek dizeyde tutmak temel
hedeftir.
4. Rekombinant vektorlerin konak hiicreye transferi: Ligasyon karisimi iginde bulunan ve
genomun temsil edildigi rekombinant vektorlerin her birinin izole edilmesi ve sayilarinin ¢ogaltiimasi
(kopya sayisinin artiriimasi) bir konak hiicreye transfer ile miimkin olur. Yaygin kullanilan konak
sistemleri belli E. coli suslarina ait hiicreleridir (JM109, BL21 veya DH5a gibi). Bu hiicreler dogal
olarak transforme olabilen hiicreler degildir, yapay olarak DNA alir hale getirilirler. Alici hiicreler
(veya kompetent hiicreler) denilen bu hiicrelere, ligasyon karisimindaki rekombinant vektorler
transformasyon veya elektroporasyon teknikleriyle transfer edilir. Alici hale getirilmis dahi olsa bu
hicreler hiicre igcinde DNA gecisine nadiren izin verirler. 1 pg DNA ile DH5a hiicrelerinin
transformasyon sikhg vyaklasik 10®° civarindadir, yani 100000 hiicreden 1’inde (1/10°)
transformasyon gergeklesebilir.

Transformasyonu sadece bir DNA molekiliiniin hiicre igine girisi olarak anlamamak
onemlidir. Hiicre icine giren DNA’nin otonom olarak veya kromozoma integre olarak varligini devam
ettirebiliyor olmasi gerekir. Klonlama islemlerinde kullanilan konak sistemlerinde, rekombinasyon
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mekanizmasi mutant oldugundan genome integrasyon gerceklesmez, dolayisiyla DNA otonom olarak
replike olmak zorundadir. Transfer edilmesi muhtemel DNA’lar arasinda otonom olarak varligini
surdurebilecek yegane DNA molekilleri rekombinant vektorler ve eger mevcutsa yabani tip
vektorlerdir. Diger tip DNA molekdilleri hiicreye girseler bile stabil kalamazlar.

Bir alict hiicre popillasyonunda bir rekombinant vektorl alan bir hicrenin ikinci bir
rekombinant vektdr alma olasihigr var midir? Bu olasilik sifir degildir ancak ¢ok distktir. Olasihgin
¢arpim kuralina gore iki bagimsiz olayin (1. DNA’nin transformasyonu ve 2. DNA'nin trasformasyonu)
birlikte meydana gelme olasiliklari ayri ayri meydana gelme olasiliklarinin ¢arpimina esittir: 1. Olay
(10°) x 2. Olay (10°)=10"°, yani bir ¢ift transferin meydana gelem olasiligi 1/10 000 000 000 kadar
(1/10 milyar) olacaktir, yani ¢cok dustktir. Bu nedenle bir transformasyon sonrasi transforme olan
hiicrelerin sadece tek bir rekombinant vektor aldigi var sayilir. Bir DNA molekiiliiyle transforme olmus
hiicrelere transformant denir. Bu hiicre icine tek kopya seklinde girmis olan plazmit, kopya sayisina
ulasana kadar hizla otonom olarak replike olacaktir. Yaygin kullanilan pUC serisi vektorlerin kopya
sayisi 500-700 civarindadir.

Bu asamada her bir transformant hicre tek tip bir rekombinant vektor tasir. Bu hiicrenin

soyundan gelen bitin hicreler ayni rekombinant vektoéri tasirlar ve dolayisiyla birbirlerinin
klonudurlar. Ancak bir transformanti digerinden ayirt edebilmek icin kiltir seyreltilerek kati
besiyerine ekilmeli ve izole koloniler seklinde ¢ogaltiimalidirlar.
5. Klonlarin segici besiyerinde izolasyonu: DNA transferi yapilmis bir alici hicre
poplilasyonunda hiicreler ya rekombinant (ve yabani tip!) vektori tasiyacak ya da tasimayacaktir.
Rekombinant vektorl tasityanlar yani transformant hiicreler vektér Gzerinde bulunan bir genden
dolayr bir antibiyotige karsi direngli olacaklar ancak transforme olmamis hiicreler ise duyarl
olacaklardir. Bu popilasyon s6z konusu antibiyotigi iceren ortama ekilirse bu ortamda sadece
rekombinant vektori tasiyan hicreler c¢ogalabilecektir. Yeterince seyrelterek ekim vyapilirsa
transformant hicreler kati besiyeri ylizeyine tek olarak disecek ve koloni olusturmak Uzere
cogalmaya devam edecektir. Bu sekilde olusan kolonileri olusturan hiicre baslangicta tek bir
transformant hiicreden koken aldigi icin genetik igerik olarak birbirinin aynisidir yani klonudur. Bir
transformasyon sonrasi besiyeri yiizeyinde gelisen her koloni klon olarak kabul edilir. Klonlarin
tamami gen veya genom kiitiiphanesi olarak adlandirilir.

Bir gen kltlphanesi, elde edilen klonlarin tamamidir. Ancak bu klonlar arasinda rekombinant
olmayan (yabani tip) vektor tasiyanlarin olmadigindan emin olmak gerekir. Vektérin restriksiyon
endontkleazlarla tam kesilememesi ve/veya defosforilasyon sirasinda 5’ fosfatlarin tamaminin
koparilamamasi gibi nedenlerle yabani tip vektér mevcut olabilir. Daha ileri islemlere gegmeden 6nce
yabani tip vektor tasiyan klonlarin bulunup bulunmadigi belirlenmelidir. Bunun igin yabani tip vektor
ve rekombinant vektoriin konak hiicreye sagladigi fenotiplerin farkliigindan faydalanilir. Bu fenotipik
farkhligr olusturmak icin klonlama stratejisi gelistirilirken hangi vektor sisteminin segilecegine dogru
karar vermek gerekir. pBR322 vektériine klonlama yapilirken sézgelimi hedef DNA tet” geni icine
baglanirsa rekombinant vektérii tasiyan klonlar Amp' ve Tet® fenotipine sahipken yabani tip vektéri
tastyan klonlar Amp" ve Tet' fenotipini tasiyacaklardir. Gen kiitiiphanesini olusturan koloniler replika
ekim yontemi ile tetrasklin duyarliliklari bakimindan ikinci bir teste tabi tutulmalari gerekecektir.
Diger yandan eger vektor olarak pUC19 secildiyse ve konak hiicreler mavi-beyaz secimine uygunsa
yani lacZ’ geni bakimindan mutantsa, rekombinant vektori tasiyan klonlar beyaz, yabani tip vektori
tastyanlar mavi olacaktir. Bu renk se¢imi dogrudan ilk olusturulan gen kiitiphanesinde belirlenebilir:
beyaz renkli klonlar rekombinant vektori tasir yani gen kitliphanesini olusturan klonlar beyaz renkli
klonlardir.
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6.2 Gen kiitiiphanesinden dogru klonun secilmesi

Bir gen kutlUphanesi olusturulduktan sonra klonlar arasinda hedef DNA molekilini tasiyan klonun
hangisi oldugu belirlenmelidir. Her bir klonu olusturan hiicreler icinde tek tip bir rekombinant vektor
ve bu vektore bagli bir kromozomal DNA pargasi vardir. Temel soru bir klonun tasidigi rekombinant
vektore bagli DNA pargasi hedef DNA pargasi mi? Bu soruya cevap bulmak igin yani dogru klonu
belirlemek igin iki temel yaklagsima dayali teknikler gelistirilmistir:

i) Nikleik asit hibridizasyonuna dayali teknikler
i) Klonlanan genin yonettigi fonksiyonun in vivo’da gergeklestigini gostermeye dayali
teknikler.

6.2.1 Niikleik asit hibridizasyonuna dayali1 teknikler

Bu teknigin esasi yiiksek homolojiye sahip farkh niikleik asit zincirlerinin birbirleriyle hibritlesebilme
ozelligine dayanir. Eger iki DNA molekiili yeterince homolog ise bir denaturasyon-renaturasyon
isleminden sonra farkli molekiillere ait DNA zincirleri ¢apraz olarak eslesebilirler (hibritleseblirler).
Burada hibritlesmesi istenen DNA molekillerinden biri klonlardan birinde bulunan hedef kromozomal
DNA parcasidir. Digeri de baz dizisi bilinen ve uygun tekniklerle takip edilebilir hale getirilmis prob
denilen nikleik asit molekulleridir. Eger klonlamaya calisilan bir DNA molekili ile homolog bir prob
mevcutsa gen kitliphanesindeki klonlarla probun hibritlesip hibritlesmedigi belirlenerek dogru klon
bulunabilir.

Prob olarak kullanilacak niikleik asitler, RNA molekilleri dayaniksiz oldugu icin genellikle DNA
molekdlleridir. Klonlanmak istenen gen daha dnce klonlanmissa bu klonlanmis gen uygun bir sekilde
isaretlenerek prob olarak kullanilabilir. Ya da filogenetik olarak yakin akraba bir tlrden ayni gen
klonlanmissa bu gen de prob olarak kullanilabilir. Buda miimkiin degilse klonlanmak istenen genin
kodladigl proteinin amino asit dizisi biliniyorsa bu diziden faydalanarak sentetik bir oligoniikleotit
dizisi tasarlanir ve bu oligoniikleotit prob olarak kullanilabilir. Bu durumda ilgili polipeptit bolgesini
kodlayan DNA dizisinin tahminindeki zorluktan dolayi gli¢li bir prob olusturmak miimkiin olmayabilir.
Bir sekilde prob olarak kullanilabilecek bir DNA molekili mevcutsa bu DNA molekili radyoaktif bir
atomla (**P veya *°S) veya floresans olusturan bir bilesikle isaretlenerek prob haline getirilir. Artik
radyoaktivite veya floresans takip edilerek probun bulundugu konum belirlenebilir hale gelir.

Dogru klonu belirlemek lzere ya her klondan elde edilecek rekombinant plazmit DNA’sI
kullanilarak Southern blotlama ve DNA hibridizasayonu vyapilabilir, ya da dogrudan koloni
hibridizasyonu uygulanabilir.

Southern blotlama ve DNA hibridizasyonu: Bu teknikte her bir klondan plazmit DNA
izolasyonu yapilir ve rekombinant vektore bagli kromozomal DNA restriksiyon endoniikleaz ile kesilir
(Sekil 6.2). Sonra her bir klona ait fragmentlere (vektdr + kromozomal DNA pargasi), bir agaroz jelde
blytkliklerine goére ayrilana kadar elektroforez uygulanir. Sonra jeldeki DNA molekdlleri Southern
blotlama ile naylon veya nitroseliiloz filtrelere (membranlara) transfer edilir. DNA molekdlleri
bulundugu pozisyona sabitlendikten sonra bir sizdirmaz bir naylon torbaya alinir, uygun bir tampon
ve prob eklenir. Sizdirmazligi saglanmis bu torba icinde bu karisim, filtreye kovalent bagli DNA'nin ve
serbest ylizer durumdaki probun denatiire oldugu sicaklikta tutulur. Sonra belli bir hizda T,, degerinin
(erime sicakhgl) biraz altina kadar sicakhik dislrilerek DNA zincirlerinin eslesmesi saglanir
(renaturasyon). Bu sartlarda eslesme herhangi bir DNA zinciri arasinda olabilir: filteye bagl zincirler
arasinda, serbest ylizen prob zincirleri arasinda ve filtreye baglh kromozomal DNA parcasinin bir zinciri

ile serbest ylizen probun bir zinciri arasinda. Hibritlesmeden sonra serbest ylizer durumdaki probu da

iceren tampon uzaklastirilir. Renaturasyon sonrasinda eger filtre (izerinde prob varsa, filtre Gizerinde
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kovalent olarak bagh durumda bulunan kromozomal DNA parcasi ile hibritlestigi icin vardir. Bu
durumda filtre Gzerinde radyoaktivitenin veya floresansin hangi pozisyonda oldugu belirlenir ve o
pozisyona yiiklene DNA hangi klona aitse hedef geni tasiyan o klondur.
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Sekil 6.2: Southern blotlama ve niikleik asit hibridizasyonu ile hedef klonun belirlenmesi.

Koloni hibridizasyonu: Koloni hibridizasyonunda petri yilizeyinde gelismis olan kolonilerin
Uzerine nitroselliloz veya naylon bir filtre dokundurularak her koloniden pozisyonlari degismeksizin
bir grup hicrenin filtre ylizeyine tutunmasi saglanir ve ana petri saklanir (4°C’de birka¢ hafta kadar)
(Sekil 6.3). Sonra filtreye uygun bir kap icinde sodyum hidroksit uygulanarak lizerindeki hiicrelerin
parcalanmasi saglanir. Hiicreden serbest kalan DNA molekilleri (rekombinant vektor de dabhil)
bulunduklari pozisyondan filtreye kovalent olarak baglanirlar. Kovalent baglanma kendiliginden
olacagi gibi bunu 80°C'de isitarak veya UV uygulayarak da yapmak mimkindir. Sonra bu filtre
sizdirmaz bir naylon torba iginde probla hibritlesririlir. Filtre (zerinde hibritlesmenin gorildigi
pozisyondaki klon hedef DNA’yi tasiyan klondur. Ana petrideki ayni pozisyondaki klon dogru klon
olarak digerlerinde ayrilir.
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Sekil 6.3: Koloni hibridizasyonu ile hedef klonun belirlenmesi.

6.2.2 Hedef genin yonettigi fonksiyonun in vivo’da gerceklestigini gostermeye dayal
teknikler.

Bu yontemlerin esasi klonlanmis bir genin protein son drininin konak hiicre iginde Uretilip

Uretilmedigini belirlemektir. Eger bir klon klonlanmak istenen genin ekspresyonu sonucu olusacak

proteini konak hiicreye sagliyorsa hedef geni de tasiyor demektir. Cok farkli yaklasimlara dayali

teknikler bu grup altinda incelenebilir. Burada bu tekniklerden ikisini incelenecektir: Genetik

komplementasyon ve immiinoblotlama.

Genetik komplementasyon: Eger klonlanmak istenen gen bakimindan (s6zgelimi a geni
bakimindan) mutant bir sus mevcutsa bu teknik uygulanabilir. Nikleik asit hibridizayonu esasina
dayali tekniklere gore emek ve maliyet yogun bir tekniktir ancak hibridizasyon igin bir prob mevcut
degilse kullanish bir ydntem sunar. Gen kiitiphanesindeki her bir klondan vektér DNA’si izole edilir
(Sekil 6.4). Hedef gen bakimindan mutant olan hiicre kiltirinden bir miktar alinarak bir klona ait
DNA bu hiicreye transforme edilir. Sonra hiicrenin yabani tipe dénlisiip donlismedigine bakilir. Eger
mutant fenotip yabani tip fenotipe donmusse transfer edilen vektorin tasidigi DNA parcasi yabani tip
geni (hedef geni) tasiyor demektir. Bu rekombinant vektérin izole edildigi klon dogru klon olarak
degerlendirilir. Bu teknik is yogun bir tekniktir. Her bir klondan plazmit DNA izolasyonu, plazmit
DNA’sinin mutant hiicreye transformasyonu, yabani tip fenotipin taranmasi gibi her biri 6zen ve
zaman gerektiren islemlerdir. Ayrica dogru klonu bulabilmek icin ayni islemleri yizlerce defa
tekrarlamak da gerekebilir. Her seye ragmen eger kullanilabilir bir prob mevcut degilse genetik
komplementasyon dogru klonun belirlenmesi icin iyi bir alternatif sunar.
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Sekil 6.4: Genetik komplementasyon ile dogru klonun belirlenmesi.

immiinoblotlama: Klonlanmak istenen genin riinii olan bir proteine karsi tretilmis bir
antikor mevcutsa konak hiicre icinde bu proteinin varligi belirlenebilir. Bunun igin farkl yaklagimlar ve
teknikler uygulanabilir. Sozgelimi gen kitlphanesindeki her bir klondan elde edilen hiicreler
parcalanarak proteinleri elde edilir (Sekil 6.5). Bu proteinler bir poliakrilamid jelde elektroforez ile
blytkliklerine gore ayrildiktan sonra jeldeki proteinler naylon filtrelere transfer edilir. Bir jelden
proteinlerin filtre ylzeyine transferine Western blotlama denir, teknigin temel mantigi Southern
blotlamadaki gibidir. Uzerine proteinler baglanmis olan filtre bir sizdirmaz naylon torbaya konularak
antikor da eklenir. Antikor uygun antijen (klonlanmak istenen genin Urini olan protein) varsa
baglanacaktir. Daha sonra antikor-antijen kompleksleri kimyasal veya enzimatik yontemlerle gorinir
hale getirilir. Hangi klondan elde edilen protein ile antijen antikor reaksiyonu gergeklestiyse o klon
hedef DNA'yi tasiyor demektir.
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Sekil 6.5: immiinoblotlama ile dogru klonun belirlenmesi.
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7 cDNA Klonlama

Genomik DNA klonlama prokaryotik organizmalarinin kromozomlarini klonlamak icin idealdir. Ayni
strateji okaryotik organizmalar icin de uygulanabilirdir ancak iki temel sorunun Ustesinden gelmek
gerekmektedir. Bunlardan biri 6karyotik genomlarin prokaryotlarinkine gore binlerce kat veya daha
blylik olmasidir. Dolayisiyla 6karyotik genomun tamaminin temsil edildigi bir genom kittphanesi igin
prokaryotlarinkine oranla ¢cok daha fazla sayida klonun elde edilmesi gerekmektedir.

ikinci ve daha temel bir zorluk klonlanacak genin protein Uriiniiniin iiretilmesi istendiginde
ortaya cikar. Okaryotik genomlarda genlerin proteinleri kodlayan kodon dizileri yani eksonlar, intron
denilen protein kodlamada roli olmayan dizilerle kesintiye ugratilmis durumdadir. Hicrelerde
ekspresyon sirasinda mRNA molekiliinden intronlar gikarilir ve sonra ribozomlara gegerek protein
sentezinde kullanilir. Prokaryotik genlerde intronlar bulunmadigi icin prokaryotik hiicrelerde intron
¢ikarma fonksiyonunu yiritecek herhangi bir mekanizma yoktur. Dolayisiyla genomdan klonlanmis
bir 6karyotik genin prokaryotik bir konak hiicre icerisinde protein Urlininlin sentezini yapmak
mimkiin degildir. Eger 6karyotik bir genin UGrinl olan bir proteinin prokaryotik bir konak hiicrede
ekspresyonunun yapilmasi planlaniyorsa oncelikle bu 6karyotik genin intronsuz halinin klonlanmasi
gerekir.

intronsuz bir dkaryotik genin tek kaynagi olgun mRNA molekiilleridir. Bir gen bélgesinden
Uretilen bir mRNA’nin ilk kopyasinda ekson ve intronlar birlikte bulunur. Transkripsiyonla az ¢ok
eszamanli olarak bu 6nci mRNA molekilleri RNA isleme denilen bir siregle islenir. RNA isleme
sirasinda 6ncti mRNA’dan intonlar c¢ikarilir ve diger bazi 5’ ve 3’ modifikasyonlari gerceklestirilir. Bu
islemlerin sonunda olusan mMRNA’ya olgun mRNA denir. Olgun mRNA bir genin sadece proteinlerin
amino asit dizisini belirleyen kodonlari da iceren eksonlardan olusmus olup ribozomlarda protein
sentezinde kullanilir. Dolayisiyla 6karyotik genlerin dogrudan protein sentezinden sorumlu kismi
olgun mMRNA molekiilinde mevcuttur. iste 6karyotik bir genin prokaryotik konak hiicrelerde
ekspresyonunu yapmak lizere klonlamak istendiginde o gene ait dogru dizi olgun mRNA molekiliinde
mevcuttur.

7.1 cDNA sentezi

RNA molekilleri dayaniksiz molekiller olduklarindan dogrudan klonlanamazlar, 6ncelikle DNA’ya
dondsturdlirler ve sonra klonlanirlar. RNA'nin kalip olarak kullanilmasiyla sentezlenen cift zincirli
DNA molekiiliine cDNA (komplementer DNA) denir. RNA'nin kalip olarak kullanilarak DNA molekiili
sentezi hlicrelerde yaygin bir olay degildir. Retroviriisler gibi bazi virlisler RNA genomlarini DNA araci
molekdllerine donustirirler. Bu islem, kendi genomlari tarafindan kodlanan bir RNA bagimli DNA
polimeraz (ters transkripsaz, revers transkriptaz veya RTaz) enzimi tarafindan yiritalir. Bu viral RTaz
enzimi kullanilarak in vitro’da bir olgun mRNA molekilini cDNA molekiliine dontstirmek
mimkinddr. Olgun mRNA molekilinin 3’ ucunda bir poli A kuyrugu denilen 150-250 nikleotit
uzunlugunda sadece A niikleotitlerinden olusmus bir dizi vardir. Bu poli A kuyrugu ile komplementer
olan bir poli T primeri tasarlanarak mRNA’'nin komplementeri olan bir cDNA zinciri sentezlenir,
boylece cift zincirli bir mRNA:cDNA hibrit molekilu elde edilir (Sekil 7.1). RNA:cDNA hibrit molekilin
MRNA zinciri yikilarak geriye kalan tek zincirli cDNA molekiliniin komplementeri olan ikinci bir cDNA
zincirinin sentezlenmesi gerekir Bunun igin tek zincirli cDNA molekilinin 3’ ucundan yeni zincirin
sentezi icin 3’0OH grubu saglayan bir primere ihtiya¢ vardir. Bunun saglanmasi icin yaygin olan iki
yontem vardir.
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Geleneksel olarak kullanilan yontemde, tek zincirli cDNA molekiliiniin ucunda bir sag tokasi
yapisinin olusmasi beklenir. Bu yapi cogu durumda olusur ve 3'OH ucu boylece saglanir (Sekil 7.1a).
Bu 3’0OH ucundan itibaren komplementer zincir uygun bir DNA polimeraz (DNA polimeraz | veya
Klenow fragmenti) veya revers transkriptaz aktivitesiyle sentezlenir. Ancak bu cDNA zincirleri bir ugta
sac tokasi yapisiyla kovalent olarak bagh bir yapidadir. Sag¢ tokasi yapisindaki eslesmemis durumdaki
tek zincirli cDNA bolgesi S1 endoniikleaz ile kesilir ve zincirler serbest kalir, boylece kovalent bagli
c¢DNA zinciri ¢ift zincirli cDNA’ya donilismus olur. Sag tokasi yapisi bir olgun mRNA’nin 5’ tarafinin
komplementeridir. Bu sag tokasi yapisit mMRNA molekiiliniln bir pargasi oldugu icin S1 endoniikleazla
kesildiginde klonlanmak istenen genin 5’ ucundan bir miktar (daha kii¢lk veya nispeten daha biiyik)
kayip olusur. Bu durumda sa¢ tokasi metoduyla elde edilen ve klonlanan cDNA’nin tasidigl gen
bolgesinde kayiplar olur. Boyle bir kayip olmaksizin olgun mRNA’nin tam bir cDNA kopyasini elde
etmek icin ikinci zincirin sentezlenmesinde homopolimer ekleme yéntemi kullanilir.
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Sekil 7.1: Bir olgun mRNA’dan cDNA sentezi. a) Tek zincirli cDNA'nin 3’ ucunda olusan kisa sag tokasi
yapisi yeni zincir sentezi igin primer gorevi gorir, 3’ OH grubu saglar. b) Tek zincirli cDNA'nin 3’ ucuna
terminal transferaz aktivitesiyle poli C dizisi ekleme yontemiyle komplementer zincirin sentezi. 3’ poli
Cile eslesen bir poli G primeri ikinci zincir sentezinin baslamasi i¢in 3’OH grubu saglar.

Homopolimer ekleme yonteminin esasi poli T primerleri kullanilarak mRNA:cDNA hibriti elde

edildikten sonra ikinci cDNA zincirini sentezlemek icin mevcut hibrit molekilin 3’ uglarina
homopolimer eklemektir (Sekil 7.1b). Bunun icin terminal transferaz enzimi ve deoksinikleotit
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trifosfatlardan sadece biri s6zgelimi dCTP reaksiyona eklenir. Bu durumda zincirlerin 3’ uglar pes
pese C niikleotitlerinden olusacaktir. Bu bolgeye komplementer olan bir poliG oligonikleotiti
kullanilarak ikinci cDNA zinciri sentezlenir. Bu durumda olgun mRNA’nin ve dolayisiyla klonlanmak
istenen genin 5’ ucundan kayip olusmasi engellenir ve genin intronsuz tam bir cift zincirli cDNA
kopyasi elde edilir.

7.2 cDNA’'nin klonlanmasi

cDNA klonlama isleminde en 6nemli nokta klonlanmak istenen gene ait mMRNA’nin dogru hiicrelerden
izolasyonudur. Cok hiicreli 6karyotlarda ¢ogu durumda belli bir genin ekspresyonu (dolayisiyla olgun
mRNA’ya donistirilmesi) belli bir hicre tipinde ve belli sartlar altinda gerceklesir. Dolayisiyla
klonlanmak istenen genin hangi hiicre tipinde ve hangi fizyolojik sartlarda veya hangi embriyolojik
gelisim safhasinda ekspresyonunun yapildigini bilmek gerekir. Sézgelimi insan insilin geni pankreasin
Langerhans adaciklarinin B hiicrelerinde ifade edilir (ekspresyonu vyapilir). Dolayisiyla kan
hicrelerinde bir insilin mRNA’sI izole etmek mimkin degildir. Dogru hiicre tipi belirlendikten sonra
bu hiicrelerden toplam RNA izolasyonu yapilir, sonra toplam RNA’dan 3’ poli A kuyruk yapisindan
faydalanilarak sadece olgun mRNA molekiilleri ayrilir. Ancak unutulmamasi gereken sey bir hiicrede
sadece tek bir genin mRNA kopyalari olusturulmadig, diger cok sayida gene ait mRNA molekdllerinin
de olusturuldugudur. Umulabilecek sey sozgelimi insiilin sentezleyen hiicrelerde instlin mRNA’si
diger genlere ait mRNA molekiillerinden oransal olarak daha fazla olmasidir. Bu sartlar altinda elde
edilecek cDNA birden fazla gene ait bir karisim seklinde olacaktir.

cDNA karisimini vektére baglamak zere farkli yéntemler vardir. Bunlar arasinda i) kér ug
ligasyonu, ii) liker baglama ile yapiskan ug ligasyonu, iii) adaptér baglama ile yapiskan ug ligasyonu ve
iv) homopolimer ekleyerek yapiskan ug ligasyonu sayilabilir.

Koér ug ligasyonunda vektor kér ug olusturan bir restriksiyon endontikleaz ile kesilir ve 5’
fosfat gruplari koparilir (Sekil 7.2). Sonra cDNA’nin uglar eger kor degilse tek zincirli u¢ bolgesi, S1
endontkleaz gibi bir endoniikleaz ile koparilarak veya DNA polimeraz aktivitesiyle doldurularak kor
uclu hale getirilir. Bu iki kér uglu molekdl (vektér+cDNA) ligasyonla birbirlerine baglanirlar.

Kor ug ligasyonunun vektor ve hedef DNA’nin baglanmasini yeterince etkili bir sekilde
saglayamamasi bu yontemin bir zayifligidir. Eger baslangic olgun mRNA karisiminda hedef genin
temsil orani diisiikse ya da bir hiicrede belli bir zamanda ekspresyonu yapilan genlerin tamaminin
temsil edilecegi bir cDNA kitlphanesi olusturulacaksa bu ligasyon yontemi yani kor ug ligasyonu
yetersiz kalabilir. Bu durumda diger ligasyon seceneklerinin uygulanmasi planlanabilir.

Ligasyon reaksiyonunlarinda substrat miktari artirilarak verimlilik artirilabilir. Ligasyon
reaksiyonunda subsrat miktari dogrudan DNA miktari degil saglanan ug¢ miktaridir. Sézgelimi 1 kb
blylkligindeki bir DNA 2 uca sahipken 100 bg blyiikligindeki 10 adet DNA molekili toplamda 1 kb
olmasina ragmen 20 uca sahiptir. Dolayisiyla ayni konsantrasyona sahip daha kiiciik DNA molekiilleri
daha fazla ug (ligasyon reaksiyonu icin substrat) saglar.

Linker baglama yontemiyle cDNA ligasyonunda linker denilen ve icinde yapiskan ug olusturan
bir restriksiyon endontikleaza ait tanima dizisi tasiyan kisa bir oligonikleotit, vektér ve cDNA’nin
uclarina eklenir (Sekil 7.3a). Bu ekleme islemi de bir kor ug ligasyonudur fakat linkerler kiiciik DNA
molekilleri olduklari icin nispeten dislik konsantrasyonlarda biyik sayida ug saglarlar ve biyiik DNA
molekiillerine gére daha etkili bir sekilde ligasyonla diger DNA molekillerinin (vektér ve hedef cDNA)
uglarina baglanirlar. Linker baglandiktan sonra hem vektor hem de cDNA, linker iginde tanima dizisi
bulunan restriksiyon endontikleaz ile kesilirse uglar yapiskan hale gelmis olacaktir. Bu asamadan
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sonra yapiskan ug ligasyonuyla vektor ile cDNA birlestirilerek rekombinant vektorler elde edilir. Bu
yontemle cDNA ligasyon verimliligi nemli 6l¢lide artirilir.
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Sekil 7.2: Kor uc ligasyonuyla cDNA’nin vektore baglanmasi.

Adaptor baglama yonteminde adaptor denilen kisa DNA molekdilleri kor uglu vektér ve cDNA
molekdillerine baglanir. Adaptér molekill yapay olarak sentezlenmis birbirine komplementer olan
biri uzun ve biri kisa iki DNA zinciridir (Sekil 7.3b). Bu iki zincir eslestiginde molekuliin bir ucu koér ug
olusturur, diger uc ise tek zincirli kalir. iste bu tek zincirli uc¢ yapiskan ug olusturan bir enzimin
olusturdugu bir tek zincir dizisine sahiptir. Sekil 7.3 b’de verilen adaptér BamHl enziminin
olusturacag! bir yapiskan uc¢ saglar. Adaptorin yapiskan uc olusturan zincirinin 5’ fosfat grubu
koparilarak ayni adaptoriin yapiskan uglariyla kendi kendine ligasyonu engellenir. Sonugta adaptorler
kor uglarindan kor uclu vektér veya cDNA molekillerine ligasyonla baglanirlar. Béylece vektor ve
cDNA yapiskan uglu hale getirilir ve yapiskan ug ligasyonu ile rekombinat vektorler olusturulur.

Aslinda adaptoér kullaniminin da linker kullaniminin da amaci aynidir: kor uglari yapiskan hale
getirmek. Linkerlerin, cDNA’ya veya vektére baglandiktan sonra belli bir restriksiyon endoniikleaz ile
kesilmesi gerekir. Eger bu restriksiyon endonikleaza ait tanima dizisi cDNA icinde de mevcutsa
molekiliin sadece linker uglari degil kendisi de kesilerek pargalanacaktir. Bu problemi asmak igin
metilasyon pozitif konak hiicre kullanimi gibi diger yontemler de bulunsa bile linker yerine adaptor
kullanmak etkili bir ¢6zlim yolu saglar.

Homopolimer ekleme yonteminde kor ucglu hale getirilmis vektdér ve cDNA’nin uglarina
komplementer homopolimerler eklenir (Sekil 7.4). Terminal transferaz aktivitesi ile vektor ve cDNA
uclarina deoksinikleotit trifosfatlardan sadece biri pes pese eklenir. S6zgelimi kor uglu vektorin 3’
uglarina dCTP, cDNA’nin 3’ uglarina da dGTP eklendiginde vektér ve cDNA uglari komplementer hale
gelecektir. Komplemeter homopolimer tasiyan vektér ve cDNA molekilleri ligasyonla birbirine
baglanarak rekombinant vektorler elde edilir.
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Sekil 7.3: a) Linker baglama yontemiyle cDNA’nin vektore ligasyonu. b) Adaptor baglama yontemiyle
cDNA’nin vektore ligasyonu.

Hangi yontemle olursa olsun bir defa cDNA tasiyan rekombinant vektérler elde edildikten
sonra klonlama basamaklari daha 6nce aciklandigi gibi (Bolim 6.1) devam ettirilir. Rekombinant
vektorler uygun bir E. coli konak sistemine transfer edilir, transformant koloniler genetik belirtegler
(antibiyotik direnci ve mavi-beyaz koloni segimi gibi) kullanilarak segilir ve cDNA kitiiphanesi olarak
muhafaza edilir. cDNA kitlphanesi icindeki dogru klon uygun bir yontemle (Bolim 6.2) belirlenir.
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Sekil 7.4: Homopolimer ekleme yéntemiyle cDNA’nin vektoére ligasyonu.
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Bu bolimde cDNA'nin plazmit tlirevi olan vektorlere klonlanmasi teknikleri anlatiimistir. Cogu
durumda plazmit vektorleri cDNA klonlamak igin basarili bir sekilde kullanilabilirdir. Ancak bazi
durumlarda bakterifaj vektorleri de etkili bir sekilde cDNA kittiphaneleri olusturmak icin kullanilabilir.
Bu konuyla ilgili ayrintili bilgiye kaynaklar kisminda listelenmis kaynaklardan ve diger kaynaklardan
ulasilabilir.
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8 PZRvePZR Klonlama

8.1 Plimeraz zincir reaksiyonu (PZR)
PZR, polimeraz zincir reaksiyonu ifadesinin kisaltilmis ismidir, orijinal olarak PCR (polymerase chain
reaction) olarak bilinir. Adindan da anlasilacagi gibi PZR pes pese polimeraz reksiyonlariyla belli bir
DNA molekdliiniin belli bir bélgesinin milyarlarca defa ¢ogaltiimasini (amplifikasyonunu) saglayan bir
tekniktir. DNA polimeraz reaksiyonu bir kalip DNA zinciri (izerinde baslatilmis bir koplementer zincirin
5’-3" yoninde uzamasini saglar. Dolayisiyla PZR igin bir kalip DNA ve her bir kalip zincirin
komplementerinin sentezlenebilmesi icin kalip DNA ile komplementer olan bir ¢ift primere ihtiyag
vardir. Bir DNA bolgesininin PZR ile amplifikasyonunu yapabilmek icin su sartlarin karsilaniyor olmasi
gerekir:
i Kalip DNA
ii. Hedef bolgenin her iki sinirinda birbirine dogru yénelmis bir ¢ift DNA primer
iii. PZR dongileri sirasinda maruz kalacaklari yiksek denaturasyon sicakliklarina
dayanikli bir DNA polimeraz
iv.  dNTP’ler
V. PZR dongdleri sirasindaki farkli sicakliklari saglayacak bir i1s1 dénglicl cihazi (thermal
cycler).

Kalip DNA ¢ogaltmak istenilen DNA bdlgesini (bir gen bolgesi gibi) iceren daha biyik bir DNA
molekilidir. Kalip DNA genellikle bir organizmaya ait bir kromozom veya kromozom pargasi, plazmit
DNA’sI veya viral DNA ya da cDNA molekili olabilir.

PZR primerleri 17 bazdan daha uzun genellikle 20 baz civarinda biiylkliige sahip deoksi
oligoniikleotitlerdir. Bu primer ciftinden biri hedef (cogaltilacak) DNA boélgesinin baslangici ile digeri
de hedef bolgenin bitis bolgesiyle komplementer olmalidir. Ayrica komplementer olduklar bélgeyle
eslestiklerinde (baglandiklarinda) 3’ OH uglari birbirine dogru yonelmelidir. Dolayisiyla hedef bir DNA
bolgesinin sinir kisimlarinin baz dizisi bilinmeksizin bir primer dizisi tasarimi yapilamaz. Sonug olarak
bir DNA bolgesini PZR ile ¢ogaltabilmek icin o bdlgenin en azindan sinir kisimlarinin baz dizisinin
bilinmesi gerekir, aksi taktirde PZR ¢ogaltimi mimkin degildir.

Isi dayanikh DNA polimeraz PZR dongisl sirasinda maruz kalacagl denaturasyon
sicakliklarina (94°C civarinda) belli bir siire boyunca dayanikh olmalidir yani polimeraz aktivitesini
kaybetmemesi gerekir. Aslinda 1980’li yillarda hipertermofilik bakteri Thermus aquaticus’un DNA
polimerazi (Tag DNA polimeraz) saflastirildiktan sonra PZR teknigi gelistirilebilmistir. Bu giin icin farkli
Ozelliklere sahip ¢ok sayida isi dayanikli DNA polimeraz PZR islemlerinde kullaniimaktadir. Isi dayanikh
DNA polimerazlar 30 civarinda dongu seklinde gergeklesen PZR islemlerinde her dénglide yiiksek
denaturasyon sicakhigina maruz kalmasina ragmen hala polimeraz aktivitesini korur.

dNTP’ler kalip DNA molekllinin her bir zincirinin komplementerini primerlerin ucundan
itibaren sentezlemek icin kullanilan yapitaslaridir: dATP, dCTP, dGTP ve dTTP.

Isi dongiicii cihazi (thermal cycler) her bir PZR dongisiiniin ¢ basamaginin yiritilmesi icin
gerekli optimum sicakligi tam olarak ve hizli bir sekilde saglamak lizere tasarlanmis programlanabilir
cihazlardir. PZR isleminin etkili bir sekilde yulritilmesi ve hizli bir sekilde tamamlanmasi igin
gereklidir.

PZR islemi, her biri 3 basamaktan olusan 25-35 defa tekrarlana déngisel bir islemdir. Bir test
tliptine kalip DNA, primerler, dNTP’lar, tampon ve isi dayanikli DNA polimeraz enzimi eklendikten
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sonra reaksiyon karisimi 1s1 déngiiciiye yerlestirilir. ilk déngii baslamadan énce genellikle bir ilk
denaturasyon islemi gerceklestirilir. Bu islem kalip DNA’nin yeterince denature olmasi (zincirler
arasindaki hidrojen baglarinin kopmasi) icin uygulanir, 94-95°C civarinda bir-iki dakikalik bir stredir.

Her dongl Ug¢ basamaktan meydana gelir: Denaturasyon, renaturasyon (annealing) ve uzama
(extension) (Sekil 8.1)

Sekil 8.1: PZR islemi sirasinda dongtisel olarak tekrarlanan basamaklar.

Denaturasyon 94°C civarinda 10-15 saniye isitilarak gercgeklestirilir. Bu islem sonrasinda tip
icerisinde bulunan biitln ¢ift zincirli DNA molekdlleri tek zincirli hale dénlstr, denatiire olur. Test
tlpu icinde kalip DNA molekiillerine ait tek zincirler ve tek zincirli primerler ylizer durumdadir.

Renaturasyon (annealing), tek zincirli komplementer DNA molekdillerinin eslesmesine izin
veren sicakligin saglandigi basamaktir. Bu sicaklik ( erime sicakhgi, T,,) her bir primer icin spesifik olup
45-65°C arasinda bir degerdir. Bu basamakta primerler tek zincirli DNA’larin komplemeter bolgelerine
baglanirlar. Bu basamagin sonunda kalip DNA molekilleri izerinde birer adet primer baglanmis
durumdadir. Primerlerin 3’ ucunda OH gruplari vardir.

Uzama (extension) basamaginda sicaklik i1s1 dayanikli DNA polimerazin optimum reaksiyon
sicakhgina ylkseltilir ki bu farkli enzimler icin 68-75°C arasinda bir sicakliktir. Bu basamak sirasinda isi
dayanikli DNA polimeraz bagli primerlerin 3 OH ucuna kalip DNA’nin komplementeri olan
nikleotitleri tek tek baglayarak komplementer bir zincir sentezler. Uzama basamaginin sonunda
baslangictaki kalip DNA sayisi iki katin ¢ikarilmis olur.

Her déngilde tiipteki DNA miktari iki katina ¢ikar ve bir sonraki déngide kalip olarak kullanilir
(Sekil 8.2). Dolayisiyla reaksiyon tliptindeki DNA miktari her dongilide Ussel olarak artar. Dongliler
ilerledikge iki primerin arasinda kalan DNA boélgesi biylkligtiindeki DNA molekiilleri baskin hale gecer
ve 30 dongi sonrasinda tlpln icindeki DNA molekillerinin tamamina yakini iki primer arasindan
olusan DNA molekiilleridir. Bir PZR reaksiyon tlpiindeki DNA tiplerinin sayilarini bir formiille
hesaplamak mimkdnddr:
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Hedef DNA sayist = 2™ — 2n (n, déngi sayisi)

Tek bir kalip DNA molekiliyle baslayan bir PZR reaksiyonunda farkli dongtilerdeki hedef DNA

sayilari asagidaki gibidir:

1. Déngl  2%-2.1=2-2=0

2.D6ngli  2%-2.2=4-4=0

3.Déngli 2°-2.2=8-6=2

5. Déngu 2°-2.5=32-10=22

10. Déngli 2'°-2.10=1024-20= 1004

30. Dongu 230-2.30 =1073741824-60=1073741764.
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Sekil 8.2: Bir PZR isleminin ilk 3 donglslinde sentezlenen DNA tipleri.

30 dongi sonunda sentezlenen yaklasik 1 milyar molekilde sadece 60’1 istenmeyen molekiil
olup digerleri iki primer arasindan olusan hedef DNA molekilidir. Bu sekilde birPZR islemiyle
¢ogaltilmis DNA karisimina amplikon da denir. Bir amplikon igindeki istenmeyen DNA molekiilleri
hedef DNA molekiilinden daha biyiik oldugu icin jel elektroforezle ayrilarak saflastirilabilir. Ancak bir
amplikon icerisindeki istenmeyen DNA molekillerinin oraninin ¢ok diisiik olmasi bu amplikonun
saflastirilmadan da kullanilabilmesine imkan saglar.

8.2 PZR Kklonlama

Klonlanmak istenen bir gen bolgesi veya diger bir DNA molekilinin tamaminin baz dizisi veya bu
molekilin her iki ucundan birer primer uzunlugundaki boélgenin baz dizisi bilinebiliyorsa, PZR
olaganistlu etkili bir yontem saglar. Bir ¢ift primer kullanilarak sadece hedef DNA molekilu
milyarlarca kopya olarak ¢ogaltilabilir. Elde edilen amplikondan elde edilecek bir klon kiitliphanesinin
hemen tamamina yakini hedef geni tasiyan klonlardan olusacaktir. Eger bir DNA molekili hakkinda
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PZR amplifikasyonu uygulayacak kadar bilgiye sahipsek bu durumda PZR klonlama uygulanir. Bunun
icin oncelikle hedef DNA, PZR ile ¢ogaltilir. Bir amplikon icinde istenmeyen DNA molekiil sayisi ¢cok az
oldugu icin dogrudan klonlama islemlerine ge¢mek mimkiindir. Ancak amplikon bir jelde
ylratulirse hedef DNA ayri bir band olarak ayrisacaktir. Bu band, jel saflastirma yontemleriyle
saflastirilarak sadece hedef DNA molekiiliinden olusmus bir DNA stoku elde edilebilir. Sonra bu
fragmentler bir vektore ligasyonla baglanir.

Bir amplikon elde ederek bir DNA bdlgesinin klonlanmasi seklinde bir stratejisi uygulanacaksa
sentezlenecek DNA molekillerin dogruluk oranlari 6nemlidir. Eger bir geni klonlandiktan sonra o
genin kodladig proteinin ekspresyonu hedefleniyorsa sentez sirasinda dogruluk kontroliiniin siki bir
sekilde yapildigi bir isi dayanikli DNA polimerz kullanilmalidir. Sézgelimi Tag DNA polimeraz gevsek bir
sekilde dogruluk kontroli yapan bir enzimdir (3’-5’ ekzonlkleaz aktivitesi yoktur), ortalama her
10000 bazda bir hata yapar. Bunun anlami PZR ile ¢ogaltilan fragmentlerin bir kisminin nokta
mutasyon tasiyacagidir. PZR fragmentlerinde mutasyon oranlarini disik tutmak igin daha siki
dogruluk kontrolli yapan bir isi dayanikl DNA polimeraz enzimi kullanmak 6nemlidir. So6zgelimi
arkean Pyrococcus furiosus’dan izole edilen Pfu DNA polimeraz, Tag DNA polimeraza goére daha
ylksek dogrulukta DNA sentezi gergeklestirir ve boyle bir amag icin tercih edilmesi gerekir.

Elde edilen bir amplikona ait DNA molekillerinin klonlanmasi icin yaygin kullanilan iki yontem
kor ug PZR klonlama ve T/A PZR klonlamadir.

Ko6r ug PZR klonlama yontemi, kor uglu PZR Griini DNA'y1 kér ug olusturacak sekilde kesilmis
bir vektore baglayarak klonlamayl amaglayan bir yontemdir. Koér ug olusturulmus bir vektore ile kor
uglu PZR fragmentlerinin ligasyonunun nadir gerceklesen bir olaydir (Sekil 8.3). Ancak fragmentlerin
tamami ayni DNA molekdlleri oldugu icin az sayida klon elde edilse bile klonlarin tamami hedef DNA
molekilinG tasiyacaktir. Dolayisiyla eger PZR ile ¢ogaltiimis olan DNA’nin uglari kor ise kér ug
ligasyonu yeterince etkili bir yontemdir.
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Sekil 8.3: Bir amplikona ait kor uclu bir DNA fragmentinin kor uclu olusturulan bir vektoére ligasyonu.

T/A PZR klonlama yontemi, 3’ uglarina A nukleotit eklenmis PZR fragmentlerinin
klonlanmasinda kullanilan bir yontemdir. Tag DNA polimeraz gibi bazi enzimler uzama asamasinda
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sentezledikleri DNA zincirinin 3’ ucuna bir adet fazladan A niikleotiti ekler. Dolayisyla DNA
fragmentlerinin ucu tek bazlik bir yapiskanlik 6zelligine sahiptir. Bu fragmentler, dogrusallastirilarak
3’ ucuna bir T nikleotit eklenmis bir vektor ile T/A komplemeterligine sahip olacaktir (Sekil 8.4). Bu iki
fragment karistinlldiginda ucglarda 1 bazlik da olsa bir yapiskanlik olusur ve bu durum ligasyon
verimliligini kor ug ligasyonuna gore onemli oranda artirir. Boylece 3’ A uzantisinda sahip PZR
fragmentleri T vektorlerine etkili bir sekilde klonlanabilir.

3

Ce\omlornen &
Ve Ao
Sekil 8.4: T/A klonlama. Bir amplikona ait 3° A uzantisi olan bir DNA fragmentinin T-vektoriine

ligasyonu.

Bazi durumlarda bir amplikon farkli DNA molekiillerinden meydan gelmis olabilir. S6zgelimi
bir cevresel DNA karisimindan 16S rRNA geni gibi DNA bdlgeleri Giniversal primerlerle ¢ogaltildiginda
¢ok sayida farkh organizmaya ait DNA bdlgeleri ayni amplikon iginde ¢ogaltilabilmektedir. Boyle bir
fragment karisimindan biitin organizmalarin DNA molekdillerini temsil eden bir klon kitliphanesi
elde edilmek isteniyorsa bu durumda fragmentler ligasyon oncesinde linker, adaptor veya
homopolimer eklenerek yapiskan uclu hale getirilmesi daha etkili bir yontem olacaktir.

Her ne yontemle olura olsun hedef DNA molekdllerinin vektore ligasyonu sonrasinda genel
klonlama basamaklari (Bélim 6.1) uygulanarak bir klon kitliphanesi elde edilir. Ayni DNA
molekdllerini tasiyan amplikonlardan elde edilen klonlar teorik olarak sadece hedef DNA molekilln
tasir. Gerekli gorildigu takdirde bir gen kitlphanesinden dogru klonun belirlenmesi icin uygulanan
yontemler (Bolim 6.2) uygulanarak klonlarin dogrulugu arastirilabilir.
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9 Klonlanmis DNA Molekiillerinin Analizi

Klonlanmis bir DNA molekilint konak hiicreler icinde ¢cogaltmak ve izole etmek oldukga basit ve
etkili bir islemdir. Dolayisiyla klonlanmis bir DNA molekilini bircok analiz yapmak icin yeterli ve saf
bir sekilde saglamakta herhangi bir sinirlama mevcut degildir. Klonlanmis bir DNA molekiiline
uygulanacak analizlerden biri restriksiyon endoniikleaz tanima dizilerinin sayilarini ve kesme
pozisyonlarini belirleme diger bir ifadeyle restriksiyon fragment boy polimorfizmini (RFLP, restriction
fragment length polymorphism) belirleme analizidir. Diger yandan klonlanmis DNA fragmentinin daha
kiiclk bir bolgesi tekrar klonlanabilir. Yine klonlanan genin veya DNA bdlgesinin niikleotit dizisi (baz
dizisi) DNA dizileme yontemleriyle belirlenebilir. Dizisi belirlenmis DNA molekiillerinin hangi genetik
bilgileri tasidigl, hangi diizenleyici bolgeleri bulundurdugu, hangi zincirin kodlayici diziyi tasidig gibi
bilgiler biyoinformatik paket programlar yardimiyla belirlenebilir. Ayrica klonlanan bu DNA molekilu
Uzerinde kontrolli mutasyonlar olusturulabilir, bazi DNA dizileri eklenebilir veya gikarilabilir. Sonug
olarak klonlanmis bir DNA molekill Gzerinde bir¢ok analizler yapilabilir. Bu bélimde ve sonraki
bolimlerde klonlanmis bir DNA molekili Gizerine yapilan analizlere 6rnekler verilecektir.

9.1 Restriksiyon endoniikleaz tanima dizilerinin varligi ve pozisyonlarinin

belirlenmesi

Baz dizisi bilinmeyen bir genomik DNA veya cDNA klonlandiysa, dizisi bilinmeyen bu DNA
molekilinin hangi restriksiyon endontikleaz ile kesildigi ve kesme pozisyonlarinin nerede oldugunu
belirlemek ilk yapilacak analizlerden biridir. Bu bilgi nispeten biylk olan klonlanmis DNA
molekilinin daha kiiglik bir pargasinin yeniden klonlamasini yapmak icin gerekli bilgiyi saglayacaktir.
Klonlanmis bir DNA molekiliniin belli bir boélgesinin tekrar klonlanmasi islemlerine alt klonlama
denir. Soézgelimi klonlanmis bir genom parcasi 5 kb biyikliginde ve hedef gen bodlgesi de 1 kb
blyikliginde ise sadece hedef gen bolgesini iceren bir alt klon daha kullanish olabilir. Bu durumda
uygun buyulkliikteki bir fragment seklinde hedef geni elde etmek icin bliyiik DNA fragmenti belli
restriksiyon endoniikleazlarla kesilerek  kugiltilir. Dogru restriksiyon endoniikleazlarin
hangisi/hangileri olduguna kara vermek icin, kullanilabilir olan restriksiyon endoniikleazlarin kesim
pozisyonlarinin bilinmesi gerekir. Restriksiyon endonikleazlara ait tanima dizilerinin pozisyonlarinin
belirlenmesi islemine restriksiyon endoniikleaz haritalama denir.

Restriksiyon haritalama ¢alismalarina gegmeden 6nce bir klonun vektér kismi hedef DNA’dan
ayrilmahdir. Bu, restriksiyon endoniikleaz haritalamada vektér DNA kisminin karisikliga neden
olmamasi igin 6nemlidir. Klonlama sirasindan vektér ve hedef DNA tekbir yapiskan ug¢ olusturan
enzimle kesildikten sonra ligasyonla birbirine baglanmigsa ayni enzimle kesilerek vektor ve hedef
DNA’nin ayrilmasi saglanabilir. Sekil 9.1’de EcoRI enzimi ile kesilmis bir vektore ayni enzimle kesilmis
bir DNA fragmentinin ligasyonuyla elde edilen bir klon (rekombinant vektor) verilmektedir. Bu vektor
EcoRI enzimi ile kesilirse, vektér ve hedef DNA parcalarina ayrilacaktir. Vektérin pUC19 oldugunu
varsayarsak buyuklagi yaklasik 2.7 kb (2686 bg) olacaktir. Hedef DNA fragmentinin biliylikligi de 5 kb
olarak kabul edilmistir. Sonra jel elektroforaz ortaminda vektor ve hedef DNA bantlari ayri bir sekilde
gorulebilir (Sekil 9.1)

Ancak kor ug kullanilarak veya homopolimer eklenerek ligasyon yapilacaksa hedef DNA'nin
vektorden ayrilabilmesi icin ilave onlemlerin alinmasi gerekebilir. Bazi durumlarda bu onlemler
yardimiyla vektor ve hedef DNA molekilleri ayrilabilir. Ayrica hedef DNA, pUC19 gibi bir vektorin
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tarafindan kesen diger enzimler kullanilarak bu islem basarilabilir.
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Sekil 9.1: Klonlanmis 5 kb blyikligindeki bir hedef DNA’nin vektorden ayrilmasi. Klonlamanin vektor
ve hedef DNA’nin EcoRI enzimi ile kesilerek yapildigi ve EcoRI enziminin vektorii ve hedef DNA'yi i¢
kisimlardan kesmedigi varsaylimistir.

Restriksiyon haritalama igin hedef DNA molekill belirlenmis endontikleazlarla 6nce ayri ayri
kesilir. Sonra ilgili restriksiyon endonikeazlarla ikiserli veya Ugcerli olarak kesilir. Olusacak fragment
blyklikleri jel elektroforezle belirlenir (Sekil 9.2a). Olusan fragment buydklikleriyle enzim kimlikleri
karsilastirilarak kesim pozisyonlari belirlenir (Sekil 9.2b).
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Sekil 9.2: a) 5 kb blyuklugindeki klonlanmis bir DNA molekilinin farkh enzim kombinasyonlariyla
kesilmesinden sonra olusan DNA fragmentlerinin jel elektroforez gériinimi. Hedef DNA’nin EcoRl ile
kesilerek vektorden ayrildigi varsayilmistir. H, Hindlll; P, Pstl ve E, EcoRI restriksiyon endoniikleazlari
ifade etmektedir. Bl, DNA biyuklik belirtecleridir. Jelin sag tarafinda fragment buydklikleri
gosterilmistir. b) Jel elektroforez fragment biyikliklerinden faydalanilarak olusturulmus hedef
DNA’ya ait restriksiyon endoniikleaz haritasi.

Klonlanmis bir DNA’nin tasidigi belli bir gene ait dizinin hangi alt fragmentte oldugu
biliniyorsa bu alt fragment o genin taranmasi icin prob olarak kullanilabilir. Bu gen bir baska
organizmadan klonlanmak istediginde olusturulan genom kitliphanesinde hangi klonunun bu geni
tasidigini belirlemek Uzere bu alt fragmentlerden uygun olani (prob) nikleik asit hibridizasyonu
amaciyla kullanilabilir. S6zgelimi hedef gen, iki Hindlll fragmentinden kigilk olaninin igindeyse bu
fragment filogenetik olarak yakin akraba genlerin belirlenmesi icin prob olarak kullanilabilir.
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9.2 Klonlanmis DNA molekiiliiniin niikleotit dizisinin belirlenmesi
Bir DNA moleklli Gzerinde genetik bilginin konumunun belirlenebilmesi icin oncelikle o DNA
molekilinin nikleotit dizisinin (baz dizisinin) bilinmesi gerekir. Eger baz dizisi bilinmeyen bir DNA
molekill klonlanmissa bu DNA molekilinin baz dizisinin belirlenmesi 6ncelikle yapilmasi gereken
bir istir. Baz dizisi analiz edilerek gen boélgelerinin konumlari, sinirlari ve kodon dizileri belirlenir.
Kodon dizisi belirlendikten sonra bu genin kodlayacagi polipeptitin amino asit dizisi belirlenir. Bu
primer amino asit dizisinden faydalanilarak protein molekilinin katlanma ozellikleri ve sonucta
fonksiyonel konformasyonu tahmin edilebilir. Bu analizlerin her birinin yapilabilmesi igin
biyoinformatik yontemler kullanilir. Farkh paket programlar kullanilarak ¢ok cesitli analizler yapmak
mumkiindir. Bunlardan bazilari bu bélim icerisinde 6zetlenecektir.

1970’lerden bu yana DNA dizileme teknolojisi olaganiisti bir gelisme gostermistir. Maxam ve
Gilbert tarafindan (1977) gelistirilen yontemde DNA yapisina katilan bazlarin modifikasyonu ve
sonrasinda bu bazlarin 6zel kimyasallarla kesilerek farkh buyilklikte fragmentlerin elde edilmesi
esasina dayall bir yontem uygulanmistir. Ancak Sanger ve arkadaslari tarafindan gelistirilen (1977)
metot daha vyayginlasmis ve dizileme teknolojisinin gelismesini saglamistir. Dideoksi zincir
sonlandirma (Sanger dizileme) olarak isimlendirilen bu metot, bir kalip DNA zincirinin
komplementerinin sentezlenmesi reaksiyonlarina dideoksi NTP’lar (ddNTP) katilarak sentezi
sonlandiriimis farkli blyikliikte fragmentlerin elde edilmesi esasina dayanir. Her bir reaksiyon tiipline
eklenecek dNTP’lardan biri radyoaktif olarak isaretlenir ve boylece yeni sentezlenmis zincirlerin bir
jeldeki yeri radyoaktif olarak belirlenebilir hale getirilir. Her 4 dNTP igin dort farkli reaksiyon tiipi
hazirlanir ve her bir tlipe 4 dNTP’tan biri icin dideoksi olan (3' OH) grubu olmayan niikleotitler eklenir.
Bir tlipe hangi ddNTP eklendiyse o tiipte o nikleotitin bulundugu bolgelerin her birinde sonlanmis
cok sayida kisa fragment olusur. 4 farkh tlpteki bu reaksiyon karisimlari icindeki farkh biytkltkteki
DNA zincirleri poliakrilamid jel elektroforez ile birbirinden ayrilir ve her birinin siralamasi radyograflar
Gzerinde goriintilenerek niikleotit sirasi belirlenir (Sekil 9.3).

= -— i (R
- —— S

Ml e N =N\
Sekil 9.3: Dideoksi zincir sonlandirma (Sanger) yontemi ile elde edilmis DNA dizileme reaksiyon
karisimlarinin icindeki farkli buyudklikteki fragmentlerin poliakrilamid jeli Gzerindeki konumunu
gosteren radyograf. Her bir dizileme igin 4 reaksiyon karisimi yiiklenmistir. Her dortlii yol grubu bir
birinden kesik gizgilerle ayrilmistir. Her dortli sirada ddNTP siralamasi C-G-A-T seklindedir. Jelin
tabanindan yukari dogru nikleotit (baz) sirasi 5’-3’ yoniinde okunur. Sozgelimi 123 numarall dizi

isaretli noktadan itibaren 5 GGGGTTGACCTGGG...3’ seklinde okunur.
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Sonraki yillarda Sanger yontemi gelistirilerek daha etkili hale getirilmistir. S6zgelimi radyoaktif
isaretleme yerine kimyasal isaretleme kullaniimistir. Her bir ddNTP’a farkh tip floresan olusturan
gruplar eklenerek bir dizileme reaksiyonunun tek bir tip icinde gerceklesmesi saglanmistir. Ayrica
kapiller sistemlerde reaksiyon karisimi yirttilmis sistemden ¢ikan molekillerin ucundaki ddNTP’nin
spesifik floresan i1sima tipi, lazer sistemleriyle belirlenip kaydedilen otomatik okuma sistemleri
gelistirilmistir. insan genom projesi bu otomasyon sistemleriyle daha hizli bir sekilde
gerceklestirilmistir. Baslangicta bu yontemle 200-300 baz uzunlugunda diziler elde edilebiliyorken
sonraki gelismelerden sonra 700-800 baz kadar uzunlukta diziler elde edilebilmektedir.

2000°li yillarin basindan itibaren yeni nesil dizileme (NGS, next generation sequencing)
yontemleri gelistirilmistir. Bu yontemlerin esasi dizilenmek istenen DNA molekilini kigik parcalara
ayirmak, bir mikro-yonga Uzerinde her bir fragmentin kopyalarini olusturmak, bu kopyalardan
nispeten kisa (ortalama 150 baz) diziler elde etmek ve son olarak da bu dizileri paket programlar
kullanarak gakistirmak esasina dayanir. Bu NGS yontemlerinin yaygin olanlarindan birinin isleyisi soyle
Ozetlenebilir:

i) ilk olarak bir fragment kiitiiphanesi olusturulur. Bunun icin hedef DNA (sézgelimi bir
kromozom) enzimatik olarak veya sonikasyon gibi fiziksel bir yontemle kiicik parcalara ayrilir
ve fragmentlerin her iki ucuna (5’ ve 3’) adaptoér denilen kisa diziler eklenir.

i) Sonra bu fragmentler adaptoérlerin komplemeteri olan kisa dizilerin sabitlendigi bir mikro-
yongaya transfer edilir. Bir mikro-yonga Uzerine milyonlarca fragment bdylece
komplemeterlik esasina gore tutturulur. Bu zincirlerin komplemeteri, c¢ip Uzerinde
sabitlenmis olan komplementer adaptoriin sagladigi 3’ OH uglarindan itibaren kati faz PCR
denilen bir yontemle sentezlenir. Tekrarlayan dongiilerden sonra ¢ipin belli bir bélgesinde
belli bir fragmentin her iki zincirinin kopyalari olusturulur. Bu basamak klonal amplifikasyon
olarak adlandirilir.

iii) Daha sonra adaptorlerle komplementer olan evrensel primerler fragmentlerin uclarina
hibritleserek hidrojen baglariyla baglanir. Baglanan primerin 3’ OH grubundan itibaren yeni
zincir sentezi baslatilir. Yeni sentezlenecek zincire katilacak dNTP’larin her birinin 3’OH ucuna
Ozel bir floresan bilesik baglanir. Her niikleotit baglandiginda 3’ ucu floresan bilesik
tarafindan bloke edildiginden zincir uzamasi durur bu bdlgede hangi niikleotit baglanmissa
onun tasidigl floresan molekiile ait sinyal algilanir ve kaydedilir. Sonraki basamakta bagli
floresan madde yapidan enzimatik olarak koparilir ve siradaki komplementer nikleotit
baglanir, baglanan yeni nikleotite ait floresan bilesigin verdigi sinyal kaydedilir ve bu olay
dongiisel olarak (ortalama 150 defa) tekrarlanir. Bu basamaktaki dizileme sekline sentez
yoluyla dizileme de denmektedir.

Mikro-yonganin bitin farkli bolgelerinden gelen g¢ok farkli sinyaller ayni anda birbirinden bagimsiz

olarak kaydedilir. Dolayisiyla ayni anda c¢ok sayida fragmente ait diziler es zamanh olarak

belirlenebilir. Bu kaba diziler daha sonra 6zel yazilimlarla analiz edilmek tizere korunur.

Burada Sanger dideoksi zincir sonlandirma yontemi ve vyeni nesil dizileme (NGS)
yontemlerinin temelleri 6zetlenmistir. Blitlin DNA dizileme yoOntemlerinin ayrintilari bu ders
notlarinin sonunda verilen kaynaklardan ve verilmeyen diger kaynaklardan arastirilabilir.

9.3 DNA dizilerinin biyoinformatik analizi

Dizisi belirlenmis bir DNA molekill, restriksiyon endoniikleaz tanima dizilerinin sayilar ve
pozisyonlari, sifrelenmis genetik bilgi, diizenleyici diziler ve filogenetik iliskileri gibi o6zellikler
bakimindan molekiler biyoloji paket programlari kullanilarak analiz edilebilir. Verinin biyiklGgiine
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gore basit veya daha kapasiteli paket programlara ihtiya¢ duyulabilir. Bu paket programlardan bir
kismi lisansi alinarak kullanilabilirdir. Ancak daha basit ve genel analizlerin yapilabildigi serbest
kullanima acik yaziimlar da vardir. Bunlardan birisi olan pDRAW32 (https://www.acaclone.com/)

bircok analizin vyurutilebildigi bir paket programdir. Yine Amerika Birlesik Devletleri Ulusal
Biyoteknoloji  Bilgi Merkezi (NCBI, National Center for Biotechnology Information.
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/) biyomedikal ve genomik bilgiye ulasim saglayan serbest bir ag

kaynagidir. NCBI veri tabanlari Uzerinde bircok genetik bilgiye ulasmak ve analizler yapmak
mamkanddr.

Baz dizileri, belli bir veri tabaninda analiz edilmek istendiginde bazen 6zel bir baslk satiri
bicimine ihtiyac duyar. Yaygin kullanilan dizi bicimlerinden biri FASTA bicimidir. Bu bicimde dizinin
analiz yazilimi tarafindan taninabilmesi icin 6zel bir baslik satirina ihtiya¢ vardir. Sekil 9.4’te FASTA
formatina uygun bir baslik satiri iceren Escherichi coli recA geninin bir kismina ait dizi verilmistir.
Baslik satirinin “>” karakteriyle basladigina dikkat ediniz.

>NC 000913.3:2822708-2823769 Escherichia coli str. K-12 substr. MG1655,
complete genome
TTAAAAATCTTCGTTAGTTTCTGCTACGCCTTCGCTATCATCTACAGAGAAATCCGGCGTTGAGTTCGGG
TTGCTCAGCAGCAACTCACGTACTTTCTTCTCGATCTCTTTCGCGGTTTCCGGGTTATCTTTCAGCCAGG
CAGTCGCATTCGCTTTACCCTGACCGATCTTCTCACCTTTGTAGCTGTACCACGCGCCTGCTTTCTCGAT
CAGCTTCTCTTTTACGCCCAGGTCAACCAGTTCGCCGTAGAAGTTGATACCTTCGCCGTAGAGGATCTGG
AATTCAGCCTGTTTAAACGGCGCAGCGATTTTGTTCTTCACCACTTTCACGCGGGTTTCGCTACCCACCA
CGTTTTCGCCCTCTTTCACCGCGCCGATACGACGGATGTCGAGACGAACAGAGGCGTAGAATTTCAGCGC
GTTACCACCGGTAGTGGTTTCCGGGTTACCGAACATCACACCAATTTTCATACGGATCTGGTTGATGAAG
ATCAGCAGCGTGTTGGACTGCTTCAGGTTACCCGCCAGCTTACGCATCGCCTGGCTCATCATACGTGCCG
CAAGGCCCATGTGAGAGTCGCCGATTTCGCCTTCGATTTCCGCTTTCGGCGTCAGTGCCGCCACGGAGTC
AACGACGATAACGTCTACTGCGCCAGAACGCGCCAGGGCGTCACAGATTTCCAGTGCCTGCTCGCCGGTG
TCCGGCTGGGAGCACAGCAGGTTGTCGATATCGACGCCCAGTTTACGTGCGTAGATTGGGTCCAGCGCGT
GTTCAGCATCGATAAACGCACAGGTTTTACCTTCACGCTGCGCTGCGGCGATCACCTGCAGCGTCAGCGT
GGTTTTACCGGAAGATTCCGGTCCGTAGATTTCGACGATACGGCCCATCGGCAGACCACCTGCCCCAAGC
GCGATATCCAGTGAAAGCGAACCGGTAGAGATGGTTTCCACATCCATGGAACGGTCTTCACCCAGGCGCA
TGATGGAGCCTTTACCAAATTGTTTCTCAATCTGGCCCAGTGCTGCCGCCAACGCTTTCTGTTTGTTTTC
GTCGATAGCCAT

Sekil 9.4: E. coli recA geninin FASTA biciminde diizenlenmis baz dizisi. Baslik satirinda: >, FASTA
bicimini; NC_000913.3, genom projesinde recA genine verilmis ismi; 2822708-2823769, genin genom
Gzerindeki pozisyonunu; sonraki kisim (Escherichia coli str. K-12 substr. MG1655) genin kaynagi olan
organizmayi ve son kisim dizinin saglandigi kaynagi (complete genome) ifade etmektedir.

Belli bir gen veya belli bir DNA fragmentine ait dizi belirlendikten sonra bir paket program
kullanarak bazi analizler yiratilebilir. Bunlardan bazilari sunlardir:

i) Restriksiyon endonikleaz tanima dizileri ve konumlari (Sekil 9.5),

ii) Okuma satirlarinin ve dogru acik okuma satirinin belirlenmesi (Sekil 9.6),

iii) Sanal jel elektroforez (Sekil 9.7),

iv) DNA benzerliginin belirlenmesi (Sekil 9.8),

v) Polipeptit benzerliginin belirlenmesi (Sekil 9.9) ve

vi) Filogenetik iliskinin belirlenmesi (Sekil 9.10) gibi.
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Ncol - 104 - C'CATG_G
Pstl - 236 - C_TGCA'G
Clal - 281 - AT'CG_AT
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Sekil 9.5: E. coli recA gen bolgesinin restriksiyon endoniikleaz tanima dizisinin konumunu goésteren
molekiler harita. Sadece tek noktadan kesen segilmis enzimlere ait tanima dizileri verilmistir. Gene
ait actk okuma gercevesi (satir1) soldan saga dogru uzayan ¢izgi olarak gosterilmistir. Sekil Gzerindeki
renkli dikey bandlar ilgili bolgenin GC oranlarini isaret etmektedir. pDRAW32 paket programi
kullanilarak olusturulmustur.

1 ATGGCTATCG ACGAAAACAA ACAGAAAGCG TTGGCGGCAG CACTGGGCCA
TACCGATAGC TGCTTTTGTT TGTCTTTCGC AACCGCCGTC GTGACCCGGT

M A I D E N K Q K A L A A A L G Q Frame 1
W L S T K T N R K R W R Q H W A R Frame 2

G Y R R K Q T E S V G G S T G P Frame 3

H S D vV F V F L F R Q R C C Q A Frame 4

? P * R R F C vV S L T P P L vV P G Frame 5

? A I S S F L C F A N A A A S P W Frame 6

51 GATTGAGAAA CAATTTGGTA AAGGCTCCAT CATGCGCCTG GGTGAAGACC
CTAACTCTTT GTTAAACCAT TTCCGAGGTA GTACGCGGAC CCACTTCTGG
I E K Q F G K G S I M R L G E D R Frame 1

L R N N L V K A P S C A W vV K T Frame 2
D * E T I W * R L H H A P G * R P Frame 3
L N L F L K T F A G D H A Q T F V Frame 4
S Q S v I Q Y L S W * A G P H L G Frame 5
I S F C N P L P E M M R R P S S Frame 6

Sekil 9.6: E. coli recA geninin ilk 100 b¢'lik bolgesindeki okuma gergeveleri (satirlari). Her iki zincir
Gzerindeki olasi 3 okuma cercevesi de gosterilmistir. Cerceve 1 RecA polipeptitinin olusmasi igin
gerekli genetik bilgiyi tasimaktadir ve vurgulanmistir. pDRAW32 paket programi kullanilarak
olusturulmustur.
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Sekil 9.7: E. coli recA geninin sanal jel elektroforez gértiniimi. MW 100 bg¢ molekil agirlik belirtecidir,
her bir bandin blylkligid 100 b¢’den 1000 bg¢’ye dogrudur. Tek ve ¢ift RE enzim kesimleri Gstte
belirtilmistir. pPDRAW32 paket programi kullanilarak olusturulmustur.

E. coli recA, 1062 bp. (LINEAR)
hhkhkhkkhkhkkhkhkkhkhkhkkhkkhhkkhhkkhkhhkkhkhkkhkhkhkkhkhkhkkhkhkhkkhkhkhkkkhkkkhhkkhhkkhkkix

Orf# = 1

Frame = 1

Start = 1

End = 1060

Length = 1059 bp

MW = 37973 dalton

A280 = 19520 /M/cm reduced, 19709 /M/cm oxidised

MAIDENKQKALAAALGQIEKQFGKGSIMRLGEDRSMDVETISTGSLSLDI 50
ALGAGGLPMGRIVEIYGPESSGKTTLTLQVIAAAQREGKTCAFIDAEHAL 100
DPIYARKLGVDIDNLLCSQPDTGEQALEICDALARSGAVDVIVVDSVAAL 150
TPKAEIEGEIGDSHMGLAARMMSQAMRKLAGNLKQSNTLLIFINQIRMKI 200
GVMFGNPETTTGGNALKFYASVRLDIRRIGAVKEGENVVGSETRVKVVKN 250
KIAAPFKQAEFQILYGEGINFYGELVDLGVKEKLIEKAGAWYSYKGEKIG 300
QGKANATAWLKDNPETAKEIEKKVRELLLSNPNSTPDFSVDDSEGVAETN 350
EDF*

hhkhkhkkhkhkkhkhkkhkhkhkkhhkkhhkkhkhkkhkhkkhkhkkhkhkkkhkkkhkkkhkkhkkkhkkix

Sekil 9.8: E. coli recA geninin Urlni olan polipeptitin amino asit dizisi. pPDRAW32 paket programi

kullanilarak belirlenmistir.
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Rekombinant DNA Teknolojisi
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Sekil 9.9: E. coli recA geniyle en yakin benzerlige sahip genlerin listesi. NCBI Blastn araci kullanilarak
olusturulmustur. Benzerligi en yiiksek olan 15 gen listelenmistir.
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Sekil 9.10: E. coli RecA polipeptitiyle en yakin benzerlige sahip polipeptilerin listesi. NCBI Blastp araci

kullanilarak olusturulmustur. Benzerligi en ylksek olan 15 polipeptit listelenmistir.
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#recombinase RecA [Escherichia coli]
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Sekil 10.11: RecA polipeptitinin en yiliksek homolojiye sahip 15 polipeptit ile iliskisini gdsteren

Frecombinase RecA [Escherichia coli]

filogenetik agac. NCBI Blastp araci kullanilarak Fast Minimum Evolution yontemiyle olusturulmustur.

Bazi durumlarda klonlanmis bir geni tasiyan rekombinant vektoriin tasidigi korunmus DNA
dizilerinin ve konumlarinin belirlenmesi gerekebilir. S6zgelimi promotor, operator, ribozom baglanma
dizisi, translasyon baslama dizisi, transkripsiyon terminasyon dizisi ve translasyon dur sinyal dizisi gibi.

9.4 Alt klonlama ve manipiilasyon

Belli bir gen bolgesi veya diger bir hedef DNA fragmenti, klonlanmis bir DNA fragmentinin daha kiguk
bir bolgesi olabilir. Bu durumda sadece hedef gen boélgesini daha kiiclk bir fragment olarak yeniden
klonlanmasi uygun olabilir. Klonlanmis bir DNA molekiliinden daha kiigik bir DNA molekiliini izole
ederek cogaltmak islemine alt klonlama denir. Alt klonlama daha kiiclik bir hedef DNA bolgesi
saglamasi bakimindan oldukga kullanishdir. Sézgelimi 3 kb buyuikligindeki bir DNA molekilinin 1 kb
blylkligindeki bir bolgesinde yer alan bir a geni hedef bolge olabilir. Restriksiyon endoniikleaz
tanima dizisi pozisyonlari belirlendikten sonra bu hedef gen bélgesi daha kigik bir fragment olarak
alt klonlanabilir (Sekil 10.12).

Sekil 10.12’de gorildigi gibi genin her iki tarafindan kesen enzimler kullanilarak hedef bolge
diger bolgelerden ayrilabilir. Sonra bu fragment ayni enzimle kesilmis bir vektére baglanabilir. Bu
ornekte Xbal enzimiyle kesilmis ve elektroforetik olarak ayrilmis a genini igeren 1 kb buyiklGglindeki
hedef fragment izole edildikten sonra yine Xbal ile kesilerek 5’ uglari defosforile edilmis bir klonlama
vektoriine ligasyonla baglanir. Béyle bir alt klonlama islemi icin pUC serisi vektorler kullanilabilecegi
gibi uygun restriksiyon endoniikleaz tanima dizisi bulunan diger klonlama vektoérleri de kullanilabilir.
Yine fragment Uzerinde bulunan Nsbl dizisi veya Nsbl+Xbal dizileri de alt klonlama icin kullanilabilir.
Her bir durumda ayni enzimlerle kesilmis bir vektore ligasyon yapilabilir. Kér ug ligasyonu yapilacaksa
vektorl ve hedef fragmenti ayni enzimle kesmeye ihtiya¢ duyulmaz. S6zgelimi a gen bolgesi Nsbl
enzimiyle kesildiginde bu fragment Smal enzimiyle kesilmis bir vektére baglanabilir (Nsbl ve Smal
enzimlerinin her ikisi de kér uc¢ olustururlar). iki farkh kér ug olusturan enzimle kesilen iki DNA
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molekill ligasyonla baglandiginda bu iki enzimden higbiri rekombinant molekili baglanma
bolgesinden kesmez, ligasyondan sonra her iki tanima dizisi de bozulur.

Sonucta elde edilen alt klon konak hiicrelere transfer edilerek secici besiyerinde koloniler
seklinde elde edilir. Teorik olarak elde edilen alt klonlarin tamami hedeflenen rekombinant vektori
tasir.

PUCIS g ima. lﬁjalr—;

Sekil 10.12: Klonlanmis bir DNA fragmentinin daha kigik bir bolgesinin vektore ligasyonu. Hedef a
gen bolgesini kesen enzimler: N, Nsbl; X, Xbal; E, EcoRV. Nsbl ve EcoRV kor ug olusturan enzimlerdir.
Xbal yapiskan ug olusturan ve pUC19 vektorini ¢oklu klonlama bélgesinden kesen bir enzimdir. Elde
edilen rekombinant vektoér pAG1 olarak adlandiriimistir.

Klonlanmis bir gen bélgesi tzerinde bazi genetik degisiklikler uygulanabilir (maniptlasyonlar
yapilabilir). Hedef fragmentin belli bir bolgesine ilave DNA bolgeleri eklenebilir veya belirlenen bir
bolgeden belli bir DNA bolgesi ¢ikarilabilir. Eklenen DNA dizileri bir gene ait kontrol dizileri, ribozom
baglanma dizileri, transkripsiyon durdurma dizileri veya translasyon durdurma dizileri olabilir. Hatta
belli bir genin asagisina veya yukarisina veya i¢ kismina baska bir geni iceren bir DNA molekllinin
tamami eklenebilir. Eklenen bu gen belli bir metabolik basamagi yiriten bir proteini kodluyor
olabilecegi gibi belli bir antibiyotige direng saglayan bir proteini de kodlayabilir.

Yaygin DNA ekleme gerekgelerinden bir tanesi bir hedef geni mutasyona ugratmaktir. Hedef
genin belli bir bolgesi silinerek veya genin igine baska bir DNA molekilii eklenerek mutasyon
gerceklestirilebilir. Mutant geni tasiyan hiicrelerin pozitif secimi icin mutasyona ugratilacak genin
icine eklenecek DNA molekiilinin bazi genetik sinyaller iceren molekiller olmasi tercih edilir. Bu
amagla kullanilan DNA molekillerinden biri omega kaseti olarak isimlendirilen 2 kb biyiklGgtndeki
bir DNA molekultdur.

Omega kaseti bir interpozon dizisi olup DNA fragmentinin orta kisminda spektinomisin direng
geni (spc’) tasir (Sekil 10.13). Fragmentin her iki ucunda tekrarlayan transkripsiyon ve translasyon
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sonlandirma dizileri vardir. Yine fragmentin her bir ucundan birer defa kesen restriksiyon
endonikleazlara ait tanima dizileri yer alir. Bu restriksiyon endoniikleazlar kullanilarak bu fragment
baska bir DNA bolgesine baglanabilir. Omega fragmenti bir defa baglandiginda o bolgeden mRNA
sentezini durdurur ve ayrica fragmentin ortasinda yer alan spc” geninden dolayi spektinomisin direnci
saglar. Kor ug olusturan Smal ile kesilen omega fragmenti hedef genin kor ug olusturan bir enzimle
kesilen bolgesine ligasyonla baglanabilir. Alt klonlama ile elde edilmis olan pAG1 incelenirse (Sekil
10.12) a geninin ortasina yakin bir noktadan kor ug olusturan EcoRV tanima dizisinin mevcut oldugu
goralir. Bu alt klon EcoRV ile kesilip 5 uglari defosforile edildikten sonra Smal ile kesilmis omega
fragmentiyle baglanabilir (Sekil 10.13). Bu yolla elde edilen pAG11 rekombinant vektériinde a geni
mutasyona ugramis durumda olacaktir. Ayrica bu ekleme islemi yeni rekombinant vektére ampisilin
direncinin yaninda spektinomisin direncini de kazandiracaktir. Sonugta rekombinant vektoér konak
hiicreye transfer edilerek ampisilin ve spektinomisin varliginda pozitif olarak segilebilir.
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Sekil 10.13: Omega interpozonunun yerlestirilmesiyle bir a geninin mutasyonu. Smal ile kesilmis
omega interpozonu EcoRV ile kesilmis pAG11 vektorine ligasyonla baglanmistir. Omega
interpozonunun (sol taraf) Gzerindeki taranmis bdlgeler transkripsiyon ve translasyon durdurma
sinyal dizilerini temsil etmektedir. Elde edilen pAG11l vektéri spektinomisin (omega
interpozonundan) ve ampisilin (pUC19 vektorinden) direnclidir. S, Smal ve E, EcoRIl tanima dizisini
temsil etmektedir.
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10 Klonlanmis Genlerin Ekspresyonu

Gen klonlanmanin temel amaglarindan biri klonlanan genin belli bir konak sisteminde ekspresyonu
olabilir. Ekspresyon galismasinin sonunda elde edilmek istenen son (irin RNA veya protein olabilir.
Ancak daha yaygin olarak ekspresyon son Uriini olarak bir genin kodladig polipeptitin elde edilmesi
hedeflenir. Klonlanan genin hangi konak sisteminde ekspresyonunun yapilacagi éncelikle 6nemlidir.
Gen klonlama ve manipilasyon c¢alismalarinda yaygin konak sistemleri prokaryotik hiicrelerdir ki
bunlar arasinda Escherichia coli hiicreleri en yaygin kullanilan konak sistemleridir. Buna ragmen
amaca uygun olarak fungus, bitki ve hayvan hicreleri de konak sistemi olarak kullanilabilir.
Klonlanmis bir genin ekspresyonunun nasil yapilacagl stratejisini gelistirirken hangi tip konak
hiicrenin kullanilacagi éncelikle belirlenmelidir. Her hiicre tipine gore farkl olan vektor sistemleri igin
ozel bir klonlama stratejisine ihtiyac vardir.

10.1 Ekspresyon vektorleri

Klonlanmis bir gen eger transkripsiyon ve translasyon igin gerekli olan promotor, ribozom baglanma
dizisi ve translasyon baslama kodon dizisi uyumluysa herhangi bir vektore bagliyken konak hiicre
icinde ekspresyonu kendiliginden gerceklesebilir. Ancak bu durumda ekspresyon diizeyi ¢cok distik
olacaktir. Eger hedef gene ait ekspresyon icin gerekli diziler konak hicrelerin enzimleriyle uyumlu
degilse boyle bir genin ekspresyonu bu konak sisteminde miimkiin olmayacaktir. Bir genin kodladigi
RNA veya proteinin yiksek olceklerde ekspresyonu 0Ozel olarak tasarlanmis vektorler kullanilarak
gerceklestirilir.

Hedef genin etkili bir sekilde ekspresyonunun yapilabilmesi icin 6ncelikle uygun bir vektore
ligasyonu gereklidir. Belli bir genin etkili bir sekilde ekspresyonunu yapmak (zere gelistirilmis
vektorlere ekspresyon vektorleri denir. Ekspresyon vektorleri daha fazla protein sentezlenmesini
saglamak Uzere tasarlanmislardir. Bir ekspresyon vektord replikasyon orijini, antibiyotik direng geni
ve restriksiyon endonlkleaz tanima dizileri gibi temel 6zelliklere sahiptirler. Bu vektorler ayrica
yabanci bir genin bir konak hiicrede (E. coli gibi) ekspresyonu icin 6zel dizilere sahip olmalidir:

i) Promotor dizisi,

ii) Ribozom baglanma dizisi ve

iii) Translasyon baslama kodonu dizisi.
Ribozom baglanma dizisinin asagisina (3’ tarafina) dogru bir pozisyona baglanirsa, hedef DNA’nin
ekspresyonu yapilir (Sekil 10.1). Boyle bir vektore klonlanacak bir DNA hangi dizilere sahip olduguna
bagl olarak promotorun hemen asagisina, rbb’nin hemen asagisina veya acik okuma cercevesini
kaydirmadan ATG boélgesinin asagisina baglamak muimkiindiir. Ekspresyon vektoriine baglandiktan
sonra uygun bir konak hiicre icinde hedef genin bliyiik miktarlarda ekspresyonu yapilacaktir.
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Sekil 10.1: Bir ekspresyon vektoriiniin klonlama ve ekspresyon bélgesinin sematik gériinimd. P,
promotor; rbb, ribozom baglanma bdlgesi; ATG, translasyon baslama sinyali ve TAA, translasyon
durdurma sinyalidir.
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Klonlama vektorlerinin aksine ekspresyon vektorleri konak hiicrede daha az sayida kopya olarak

bulunur fakat ¢ok daha yiliksek oranlarda transkripsiyona izin verir. Ekspresyon vektorlerini yiksek

oranda ekspresyonu gerceklestirebilmek icin ilave bazi 6zelliklere de sahip olmalidir. Bunlar asagida

ozetlenmektedir:

1.

Guclu bir promotora sahip olmalidir. Hedef genin mRNA’ya transkripsiyonunun yapilabilmesi
icin RNA polimerazin genin yukarisindaki dogru bolgeye baglanmasini saglar. Genin
yukarisinda RNA polimerazin baglandig bu bolge promotor olarak adlandirilir. Genel olarak
promotorlar glicli ve zayif promotorlar olarak gruplandirilabilir. Zayif promotorlar birim
zamanda daha az mRNA sentezine izin verirken gliclii promotorlardan ¢ok daha fazla sayida
MRNA sentezlenir. Ekspresyon vektorlerinde yaygin kullanilan promotorlara lacZ promotoru,
Lambda P, promotoru ve T7 promotoru érnek verilebilir.

Promotor diizenlenebilir olmalidir. Yiksek miktarda mRNA sentezi ve bunun sonucu olarak
yuksek oranda protein sentezi konak hiicrenin metabolik kaynaklarinin ¢gogunu harcar. Bu
durumda konak hiicrelerin uzun slire hayatta kalmasi zorlasir. Bu nedenle konak hiicre
kiiltira belli bir dizeyde gelisene kadar ekspresyon vektori tzerinden disik bir diizeyde
transkripsiyon yapmasi  gerekir. Klltir vyeterince gelistikten sonra ise genin
transkripsiyonunun hizlandiriimasi gerekir. Bu nedenle ekspresyon vektériine baglanacak
olan hedef genin transkripsiyonunun kontrol edilebiliyor olmasi istenir. Bunun icin
promotorun hemen asagisinda ve hedef gen dizisinin hemen yukarisinda bir operator bolge
mevcut olmalidir. Belli effektér molekillerin yoklugunda operator bélgesine bir baskilayici
protein baglanir ve disiik diizeyde bir transkripisyon gerceklesir. Ortama effektér molekiil
eklendiginde ise baskilayici protein operatérden ayrilarak yliksek miktarda transkripsiyon
gerceklesir. Dolayisiyla ortama bir effektor molekil ekleyerek disik diizeyde olan
transkripsiyon orani istenen zamanda artirilabilir. Cogu ekspresyon sisteminde lac operatér
dizisi promotorun asagisina eklenir. Ortamda effektér molekil (IPTG) yokken bir baskilayici
protein operatdre baglanir ve ancak minimal dlizeyde bir transkripsiyon gergeklesebilir. IPTG
eklendiginde ise baskilayici protein operatérden ayrilir ve yilksek dizeyde ekspresyon
gerceklesir.

T7 promotoru viris genomunda yer alan bir gen tarafindan kodlanan T7 RNA

polimeraz enzimi tarafindan taninabilir. Dolayisiyla T7 promotoru tasiyan bir ekspresyon
vektori kullanilarak bir genin ekspresyonu yapilacaksa konak hiicreye viral T7 RNA polimeraz
geninin eklenmesi gerekir. Konaga eklenmeden dnce bu genin yukarisina lac operator bolgesi
eklenir. Boylece ortama IPTC eklendiginde ancak T7 RNA polimeraz sentezlenebilir ve
dolayisiyla hedef genin ekspresyonu gerceklesebilir. IPTG eklenmedigi durumda hedef genin
ekspresyonu gerceklesmez.
Hedef proteine saflastirilabilir bir etiket eklenebilmelidir. Ekspresyon sonrasinda hedef
proteinin diger hicre proteinlerinden ayrilarak saflastirilabilmesi gerekir. Eger hedef
proteinin kendisi icin gelistirilmis 6zel bir saflastirma yontemi mevcut degilse, hedef proteine
etiket de denilen saflastirilabilir bir ek oligopeptit eklenir. ilave kisa bir amino asit grubu
eklenmis bu proteinlere fiizyon proteinleri denir. Eklenen oligopeptit icin bir saflastirma
metodu mevcut oldugundan bu oligopeptit ile birlesik durumdaki hedef protein de
saflastirilabilir hale getirilir. Ekspresyon vektorlerinde yaygin kullanilan etiketler arasinda
6xHis etiketi, glutation-S-transferaz (GST) etiketi, beta galaktosidaz etiketi ve tiyoredoksin
etiketi sayilabilir.
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10.2 Hedef genin ekspresyon vektoriine klonlanmasi

Bir ekspresyon vektoriine hedef geni klonlarken genin dogru bir pozisyona yerlestirilmesi gerekir. Her
seyden once yliksek dlizeyde transkripsiyon icin vektorin tasidig glicli promotorun asagisina dogru
okuma cergevesi korunacak sekilde yerlestirilmelidir (Sekil 10.2a). Ayrica ekspresyonu yapilacak genin
kendi baslama kodonu ve bitis klonunun mevcut olup olmadigi, yine genin bir ribozom baglanma
dizisi olup olmadigi ve lretilmek istenen proteine bir etiket eklenip eklenmeyecegi, hangi pozisyona
klonlama vyapilacagina karar vermede kritik 6neme sahiptir. Sozgelimi pET28a(+) ekspresyon
vektoriiniin bir hedef genin ekspresyonu icin kullanilacagini varsayalim. Hedef proteinin amino ucuna
bir 6xHis etiketi baglanacaksa bu DNA molekill ribozom baglanma dizisi icermeksizin dogru okuma
satirl icine Ncol bolgesine baglanmalidir (Sekil 10.2b). Eger karboksi ucunda ikinci bir 6xHis etiketi
istenmiyorsa gen kendi translasyon durdurma sinyaline sahip olmalidir.

Klonlama yapilabilmesi igin ekspresyon vektoriiniin klonlama ve ekspresyon boélgesi igine
farkh restriksiyon endontikleazlara ait tanima dizileri yerlestirilmistir (Sekil 10.2b). Bu diziler klonlama
amagli olarak kullanilabilir. Ancak hedef DNA baglandiginda bu bdlgede okunan dogru gercevenin
kaymiyor olmasi gerekir. Eger mevcut fragment dogru okuma cercevesini koruyamiyorsa klonlamaya
gecmeden 6nce hedef DNA maniplile edilerek dogru cerceveyi koruyacak hale getirilmelidir. Bunun
icin farkli stratejiler uygulanabilir. Bunlardan en yaygini PZR yontemi uygulayarak genin 5’ ucuna
baglanacak PZR primerini uygun bir sekilde tasarlamaktir. Bu sekilde tasarlanmis primerler
kullanilarak elde edilecek fragment dogru gergeve icinde kalacak sekilde klonlanabilir.
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Sekil 10.1: Ekspresyon vektori pET28a(+)'nin sematik gosterimi. a) pET28a(+) vektoérinin genel
ozellikleri. lacl geni operator bolgeye baglanacak baskilayici proteini kodlar. b) pET28a(+) vektériniin
klonlama ve ekspresyon bolgesinin sematik gosterimi. Ozellikli bélgelerin bir kismi segilerek
verilmistir. Bu vektoriin ekspresyon yapacagl konak hiicrede T7 RNA polimeraz geninin mevcut olmasi
gerekir.

10.3 Ekspresyonu yapilmis proteinin saflastiriimasi
Yiksek olcekte ekspresyon yapilan hiicrelerde hedef proteinin miktari daha fazladir. Ancak yine de
diger hiicre proteinleriyle karisik sekilde bulunmaktadir. Bu nedenle hedef proteinin saflastiriimasi
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gerekir. Bunun icin en tercih edilen yontemlerden biri afinite kromotografisidir. Bu teknigin esasi bir
molekill yuksek affiniteye sahip diger bir molekiile baglamaktir. Bir proteinin yiksek afinitesi olan
molekdillerden biri o proteine karsi lretilmis antikorlardir. Eger ekspresyonu yapilan proteine karsl
sentezlenmis bir antikor varsa bu antikor bir kromotografi kolonu icine sabitlenerek hedef proteinin
baglanmasi icin kullanilabilir. Buna 6rnek olarak beta-galaktosidaz, tiyoredoksin ve GTS verilebilir.
Ancak bu yolla sadece s6zl edilen bu proteinler saflastirilabilir. Bu proteinlerin antijenik amino asit
dizileri eger bir hedef proteinin amino veya karboksi ucuna baglanirsa iki protein molekiliine ait
amino asit dizileri birlestirilmis olur ve ekspresyon bir flizyon proteini seklinde gerceklesir. Dolayislyla
mevcut antikorun tanidigi bir polipeptit hedef polipeptit ile birlestirebilirse bu antikor bu flizyon
proteininin saflastiriimasi i¢in afinite kromotografide kullanilabilir. Boylece hedef protein bir flizyon
proteini seklinde saflastirilabilir. Bu saflastirma sonrasinda hedef proteine baglanan etiket eger
proteinin aktivitesini etkiliyorsa uzaklastiriimasi gerekebilir. Farkli etiketler icin farkl uzaklastirma
yontemleri mevcuttur. Bir flizyon proteininden etiketin nasil uzaklastirilacagi ekspresyon vektoriine
klonlama yapilmadan énce planlanmalidir.

Flizyon proteinleri olusturmak icin kullanilan etiketlerden birisi de 6xHis etiketidir. 6xHis
etiketi genellikle 6 defa pes pese tekrarlayan histidin amino asitlerinden meydana gelir. Sonucta
hedef proteinin amino veya karboksi ucuna 6 adet histidin eklenmis olur. Bu 6xHis etiketi ¢cogu
durumda proteinin fonksiyonunu olumsuz etkilemez ve ikinci bir saflastirmaya ihtiya¢c duyulmaz.
6xHis dizisi spesifik olarak nikel iyonlarina baglanirlar. Dolayisiyla bir kromaotagrafi kolonuna Ni**
iyonlari Ni-NTA (nikel-nitrilotriasetik asit) rezini seklinde sabitlenirse kolon iginden gegen 6xHis etiketi
taslyan proteinler rezine bagh kalir ve digerleri kolondan g¢ikar (Sekil 10.3). Daha sonra tampon
sartlarini degistirerek (s6zgelimi imidazol ekleyerek) Ni-NTA ile 6xHis arasindaki baglanti zayiflatilir,
flizyon proteininin kolondan ayrilmasi ve saf olarak elde dilmesi mimkiin olur.
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Sekil 10.2: Ni-NTA rezin iceren bir kolon kullanilarak 6xHis etiketi tasiyan flizyon proteinlerinin
saflastiriimasi. Ni-NTA, nikel-nitrilotriasetik asit. Kolon matrisinde sabitlenmis nikele tutunan 6xHis

etiketli proteinlerin imidazol eklenerek nikelden ayrilmasi saglanir.

Bu bolliimde yabanci bir proteinin E. coli konak hiicrelerinde ekspresyonu ile ilgili teknikler
Ozet olarak sunulmustur. Gergekte olaylarin daha ayrintili oldugu ve burada s6zi edilmemis birgok
diger ayrintinin géz oOniinde bulundurulmasi gerektigi unutulmamalidir. Sozgelimi ekspresyonu
yapilacak proteinin konak hiicreye hasar vermesi, konak hiicre icinde dogru fonksiyonel forma
donistirilememesi, hiicresel yapilara donlisiimsiiz olarak baglanmasi gibi.
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11 Yonlendirilmis Mutasyon

DNA molekdllerinin niikleotit dizisinde meydana gelen kalici degisikliklere mutasyon denir. Bir
mutasyonu tasiyan organizma, hiicre veya gen de mutant olarak adlandirilir. DNA yapisi gerek i¢ ve
gerekse dis cevresel etkilerden dolayi stirekli olarak degisir. Bu degisim orani dogal sartlar altinda ¢ok
dustktir. Sozgelimi mutasyon orani bakterilerde 10 ila 107 gen/nesil ve insanda 10™ ila 4x10°
gen/nesil kadardir. Genetik arastirmalarda nispeten kisa bir zaman araliginda yeterli sayida mutant
elde etmek gerekir. Bu nedenle mutasyon oranini artirmak Uzere farkli ydntemler uygulanir.
Geleneksel yontemlerin esasi uygulanan mutajen miktarini ve uygulama siresini artirmaktir. Bu
durumda mutasyon orani artar. Ancak mutasyonlar genom (zerinde rasgele meydana gelir,
mutasyonu hedef bir gen bdlgesine yonlendirmek mimkin olmaz. Bu durumda elde edilen ¢ok
sayida mutant arasinda hedef gen bakimindan mutant olan bireylerin secilmesi, ayiklanmasi
gerekmektedir.

Obiir yandan rekombinant DNA teknolojisinin gelismesinden sonra mutasyonlar belli bir
hedef DNA bolgesine yonlendirilebilir hale gelmistir. Boylece istenen tip bir mutasyonu genomun
istenen bir bolgesine uygulamak muimkindir. Kromozom gibi buyik bir DNA molekild yerine
klonlanmis daha kiigclik bir hedef DNA molekilinin istenen noktalarina mutasyonlar uygulanir.
Mutasyon olusturmanin iki temel nedeninden biri genlerin hangi hiicresel fonksiyonu yonettigini
anlamaktir. Digeri ise proteinlerin amino asit dizilerini degistirerek yapisal ve fonksiyonel 6zelliklerinin
belirlenmesidir. Yonlendirilmis mutasyon olusturmak icin ¢ok sayida farklh teknik gelistirilmis ve
gelistiriimeye devam edilmektedir. Bu béliimde klonlanmis bir DNA molekdliiniin belli bir bolgesine
mutasyon uygulamak icin kullanilan yontemlerden bazilari secilerek 6zetlenecektir.

11.1 Restriksiyon endoniikleazlara baglh mutayon

Klonlanmis bir DNA molekilliniin restriksiyon endoniikleaz tanima dizilerinin pozisyonlari
belirlendikten sonra bu diziler mutasyon uygulama noktalari olarak kullanilabilir. Boyle bir durumda
mutasyonu hedef bdlgeye yonlendirme glicii tamamen restriksiyon endontikleaz tanima dizilerinin
pozisyonu ile sinirhdir. Klonlanmis DNA molekilinin nikleotit dizisi belirlendikten sonra
biyoinformatik analizlerle restriksiyon endoniikleaz tanima dizi pozisyonlari belirlenir ve uygun bir
stratejiyle hedef bolge mutasyona ugratilir.

En basit yontemlerden biri hedef gen bdlgesi ve dizenleyici dizi icindeki yapiskan ug
olusturan bir restriksiyon endoniikleaza ait tanima dizisini kullanmaktir (Sekil 11.1a). Bu enzimle
hedef DNA kesildikten sonra tek zincirli uglar ya doldurularak ya da yikilarak mutasyon olusturulur.
Sonra uglar kér ug ligasyonuyla tekrar baglanir. Doldurma veya yikilma sonucunda bu dizide tek
zincirli bolgenin buyukligli kadar DNA eklenir veya cikarilir. Dolayisiyla bir ekleme veya silinme
(delesyon) mutasyonu olusturulabilir. Yine eger hedef bolgede kor ug olusturan bir restriksiyon
endoniikleaz tanima dizisi varsa bu dizi de mutasyonu o bélgeye yonlendirmek icin kullanilabilir (Sekil
11.1b). Klonlanmis gen bu kor ug¢ olusturan enzimle kesilir. Uglar kér (kiit) oldugu icin tekrar
ligasyonla baglanirsa herhangi bir mutasyon olusmayacaktir. Bu durumda ya koér uglar uygun
ekzontkleazlarla birkag baz kisaltildiktan sonra baglanir ya da kor uglara linker gibi kisa bir DNA
molekill baglanarak mutasyon gerceklestirilir.

Hedef DNA bolgesinde cift kesen bir restriksiyon endoniikleaz enzimi veya tek kesen iki farkh
restriksiyon endonikleaz enzimi kullanilarak belli bir DNA pargasi yapidan uzaklastirilarak silinme
(delesyon) mutasyonlari olusturulabilir (Sekil 11.1c). Klonlanmis gen ilgili restriksiyon endontikleaz
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(nUkleazlar) ile kesilir, istenmeyen fragment uzaklastirildiktan sonra uglar tekrar baglanir, silinme
mutasyonu olusturulur. Boyle bir uygulamada eger iki farkli yapiskan ug olusturan enzim veya bir
yapiskan bir de kor ug olusturan enzimler kullanildiysa yeniden ligasyon o6ncesinde yapiskan olan
uglarin k6rIe§tirerek uyumlu hale getirilmesi gereklidir.
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Sekil 11.1: Restriksiyon endoniikleazlar kullanilarak yonlendirilmis mutasyon olusturma yontemleri. a)
Yapiskan bir ucun doldurularak ya da silinerek ekleme veya silinme mutasyonu olusumu. Bir
klonlanmis gen iginde EcoRl tanima dizisinin mevcut oldugu varsayilmistir. b) Kor ugla kesilmis bir
DNA boélgesine kisa bir DNA molekili (linker) baglanarak ekleme mutasyonu olusumu. Genin iginde
bir Smal tanima dizisinin mevcut oldugu varsayilmistir. ¢) Klonlanmis bir genin bir boélgesinin iki
restriksiyon endonikleazla kesilerek uzaklastirilmasiyla bir delesyon mutasyonunun olusumu. Genin
ic kisminda Smal ve EcoRI tanima dizilerinin mevcut oldugu varsayilmistir. iki tanima dizisi arasindaki
DNA parcasi kaybedilmistir.

Silinme veya insersiyon mutasyonlarinda mutasyon noktalarina belli biylklikte DNA
fragmentleri de eklenebilir (Sekil 11.2). Eklenecek bu DNA fragmenleri linkerler gibi kisa DNA
molekdilleri olabilecegi gibi omega interpozonu gibi daha bliyiik DNA molekiilleri de olabilir. Herhangi
bir DNA molekiili eklemeden mutasyonlar olusturuldugunda mutanti tasiyan hicrelerin fenotipik
secimi zor olacaktir. Eger mutasyon noktasina bir DNA molekill eklenirse ve bu DNA molekiilii icinde
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bir genetik belirteg¢ (antibiyotik direng geni gibi) varsa bu mutasyonu tasiyan hiicreler bu genetik
belirtecler kullanilarak pozitif olarak secilebilir. Sozgelimi eger bir delesyon mutasyon bélgesine
omega fragmenti baglanirsa mutantlar spektinomisin direncine sahip olacak ve spektinomisin iceren
besiyerlerinde Ureyebileceklerdir. Silinme-eklenme mutasyonlari olusturulurken silinen bolgenin
asagl ve yukarisinda klonlanan DNA’ya ait belli bliytklikte bolgelerin kalmasi istenen bir durumdur.
Bu bolgeler mutasyonu tasiyan DNA molekiliiniin, orijinal hiicreye transferinden sonra dogru
kromozom konumuna integrasyonu icin gereklidir. Mutasyon noktasina omega interpozonu yaninda
Tn5 gibi diger transpozon dizileri de eklenebilir.
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Sekil 11.2: Klonlanmig bir DNA {izerindeki bir gen bolgesinin restriksiyon endoniikleaz yonlendirilmis
silinme/eklenme (delesyon/insersiyon) mutasyonunun sematik gosterimi. 1 bolgesi genin 5’
tarafindaki kromozom bdlgesini, 2 bolgesi gen bolgesini ve 3 bolgesi genin 3’ tarafindaki kromozom
bolgesini sembolize etmektedir. E, EcoRV tanima dizisini; S, Smal tanima dizisini ifade eder. Koparilan
gen bolgesi (2) yerine spektinomisin direncg genini tasiyan omega fragmenti baglanmistir.

11.2 Oligoniikleotit yonlendirilmis mutasyon

Restriksiyon endoniikleaz bagiml mutasyon yontemlerinin uygulama alanlari nispeten daha sinirlidir.
Mutasyon hedefi her zaman restriksiyon endoniikleaz tanima dizisi bélgesinin icinde olmayabilir. Yine
daha kisa bir DNA bolgesini, bir veya birkag b¢ bliyikliginde bir bolgeyi kapsayabilir. Sozgelimi belli
bir bolgede tek bir baz ciftinin silinmesi, eklenmesi veya degistirilmesi seklinde olabilir. Bu
durumlarda restriksiyon endontiikleaz uygulamasiyla hedeflenen mutasyonu elde etmek mimkin
olmaz. Boyle durumlarda oligoniikleotit yonlendirilmis mutasyon yéontemi son derece etkilidir. Belli
bir pozisyonunda mutasyon tasiyan bir oligonikleotit kullanilarak mutasyon olusturma islemine
oligoniikleotit yonlendirilmis mutasyon denir.

Mevcut bir DNA zincirinin komplementerini sentezlerken yeni zincire istenilen bir pozisyona
mutasyon veya mutasyonlar eklemek oligoniikleotit yonlendirilmis mutasyonun temelidir. Mutasyon
eklenecek DNA molekili tek zincirli hale getirilir. Bu islem ya M13 gibi tek zincirli bir faj vektoriine
klonlanarak ya da cift zincirli bir vektore klonlandiktan sonra fiziksel veya kimyasal olarak denatiire
ederek gerceklestirilebilir. Cok farkli oligoniikleotit yonlendirilmis mutagenez yontemi gelistirilmistir.
Bunlari genel olarak PZR kullanilmayan yontemler ve PZR kullanilan yontemler olarak ayirabiliriz. Bu
yontemler arasinda secilen ikisi incelenecektir.

11.2.1 PZR kullanilmadan gerceklestirilen oligoniikleotit yonlendirilmis mutasyon

Bu yontemde mutajenik bir primer kullanilarak DNA polimerizasyon reaksiyonu ile mutant bir
komplementer zincir sentezi gerceklestirilir. Tek zincirli DNA molekili kalip olarak kullanilir.
Mutasyon noktasini iceren bir bélgeye komplementer bir oligoniikleotit tasarlanarak sentezlenir. Bu
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oligoniikleotitin orta kismina yakin boélgeye mutasyon yerlestirilir. Mutasyon bir baz ekleyerek, bir baz
cikararak veya bir baz degistirerek gerceklestirilir. Bu oligonikleotitlerin blyuklGgi yaklasik 20 baz
kadardir. Dolayisiyla mutant bazin her iki tarafinda 10 bazlik bir dizi mevcuttur. Yaklasik orta kisminda
bir mutant baz iceren oligonikleotitlere mutajenik primerler denir. Mutajenik primer ile tek zincirli
kalip DNA karistirihr ve bu primerin 3’ OH ucundan itibaren yeni komplementer zincir sentezi baslar
(Sekil 11.3a). Bu amagla genellikle DNA polimeraz | enzimi kullanilir. Bu enzim kalip DNA boyunca
komplementer zinciri sentezler, bu sentez halkalsal bir vektor kullanilmissa mutajen primerin 5’
ucuna kadar devam eder. Bu noktaya ulastiginda sentezin sona ermesi gerekir. Aksi taktirde
mutajenik primerin icindeki mutant baz silinerek yabani tip baz yeni zincire eklenir. Bu nedenle
oligoniikleotit yonlendirilmis mutasyon icin kullanilan DNA polimeraz | enziminin 5’-3’ ekzonikleaz
aktivitesi yok edilmis olmasi gerekir.
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Sekil 11.3: PZR kullaniimaksizin gergeklestirilen bir oligoniikleotit yonlendirilmis mutasyonun semetik
gdsterimi. a) Mutajen primer kullanilarak mutasyonun olusturulmasi. b) ikinci bir mutajen primer ile
mutant zincirlerden bir restriksiyon endonikleaz tanima dizisinin bozulmasi.

DNA polimeraz | tarafindan mutant komplementer zincir sentezlendikten sonra yeni zincirin
uclari DNA ligaz ile baglanir ve konak E. coli hiicrelerine transfer edilir. Tasidigi mutasyonun
dizeltilmesini engellemek icin mutasyon noktasinda yanlis eslesme bulunan plazmit DNA’sinin, DNA
tamir sistemi mutant olan (mutS’) bir konak hiicreye nakledilmesi gerekir. Bu hiicrede ilk replikasyon
sonrasinda olusan iki DNA molekiilinden biri mutant digeri yabani tiptir. Hiicre bolindigiinde bu
karisik plazmitler yavru hiicrelere paylastirilir. Dolayisiyla yabani tip geni ve mutant geni tasiyan
plazmitlerin bir birinden ayrilmasi gerekir, diger bir ifade ile yabani tip DNA molekilleri yok
edilmelidir. Bunu basarmak icin ¢ok farkli yontemler vardir. Yabani tip ve mutant DNA'y! tasiyan
vektorleri ayirma yontemlerden biri restriksiyon endontkleaz tanima dizisi mutasyonu yontemidir.

Aslinda oligontikleotit yonlendirilmis mutasyon yonteminde ayni anda birden fazla mutajen
primer kullanilarak birden fazla noktada mutasyon olusturmak mimkindir. Bir yandan hedef
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bolgeye bir mutasyon eklenirken ayni zamanda ikinci bir bolgeye de mutasyon uygulanabilir (Sekil
11.3b). Bu ikinci mutasyon ile vektorl tek bir noktadan kesen bir restriksiyon endoniikleaz enziminin
tanima dizisi bir mutajenik primer ile degistirilebilir. Bu degisim sonucunda mutant DNA molekdilleri
bu retriksiyon endoniikleaz ile kesilemez. Konak hiicrede replikasyon sonrasinda vektér DNA'sI izole
edildiginde yabani tip vektor ilgili restriksiyon endontikleaz ile kesilirken mutasyonu tasiyan vektor
kesilmez. Bu 6zellikten faydalanilarak kesilmemis mutant vektorler elde edilebilir.

11.2.2 PZR kullanilarak gerceklestirilen oligoniikleotit yonlendirilmis mutasyon

PZR diger alanlarda oldugu gibi mutasyon olusturma calismalarina da kolayliklar getirmistir. PZR
kullanilarak bircok mutasyon ve oligonilkleotit yonlendirilmis mutasyon ydntemi gelistirilmistir.
Burada temel yaklasim degistirilmek istenen DNA molekiliinin kalip olarak kullanilarak hedef DNA
molekiliinin PZR ile cogaltilmasidir. Burada kullanilan PZR primerinin mutasyon uygulanmak istenen
bolge ile komplementer olmasi gerekir. Tasarlanacak olan primerin orta kismina mutasyon
yerlestirilir. Bu bir baz ekleme, baz cikarma veya baz degistirme mutasyonu olabilir. Sonra PZR
uygulanir, sentezlenecek yeni zincirlerde primerin baglandigi bélgede mutasyon olusacaktir.

Ters PZR, oligoniikleotit yonlendirilmis mutasyon elde etmek lizere uygulanan PZR esasli
metotlardan biridir. Bir vektor icerisine klonlanmis bir DNA molekiliiniin belli bir pozisyonunda
mutasyon elde etmek icin PZR uygulanir. Bu halkasal vektériin mutasyon uygulanacak bolgesi ile ters
yonde (her bir zincire) komplementer bir ¢ift mutajen primer tasarlanir ve PZR icin kullanilir (Sekil
11.4). Kalip olarak kullanilan orijinal vektér DNA’sI in vivo’da (konak hicre iginde) metillenmis
durumdadir. PZR ile in vitro’da sentezlenen zincirler ise metillenmez. PZR islemleri sonucunda
Uretilen molekillerin  ¢ogunlugu PZR ile sentezlenmis mutasyonu taslyan metillenmemis
molekdllerdir. Karisimda ayrica her iki zinciri de metillenmis olan kalip olarak is géren orijinal vektor
DNA ve bir zinciri de yeni sentezlenmis metillenmemis DNA zincirinden olusan yari metillenmis DNA
molekilleri de mevcuttur. Metillenmemis DNA molekiilleri mutasyonu tasiyan hedef vektér DNA
molekdlleridir. Bu molekiiller in vitro’da ligasyonla baglanarak konak hiicrelere nakledilebilir. Ayrica
herhangi bir ligasyon yapmaksizin da konak hiicreye transfer edilmesi halinde hiicre iginde ligasyon
kendiliginden gergeklesecektir.
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Sekil 11.4: PZR ile bir oligoniikleotit yénlendirilmis mutasyonun sematik goriinimi. Oncelikle
mutajen primerler kullanilarak metillenmemis DNA zincirleri sentezlenir, sonra karisima Dpnl
eklenerek metillenmis zincirler parcalanir.

Bu yontemde de mutant diziye sahip DNA molekiilleriyle yabani tip diziye sahip DNA
molekdllerinin ayrilmasi gerekir. Mutant vektoriin metillenmemis ve diger istenmeyen molekiillerin
metillenmis veya yari metillenmis olmasi bu ayrimi yapmak igin kolay bir yontem saglar. Restriksiyon
endoniikleaz Dpnl GATC tanima dizisine sahiptir ve bu dizi icindeki A bazi metillenmisse DNA’y1 bu
sonucu elde edilen molekiillere Dpnl uygulanirsa metillenmis olan (mutasyonu tasimayan) bitin
zincirler kesilerek parcalanir (Sekil 11.4). Kesilmeyen zincirler ise mutasyonu tasiyan metillenmemis
DNA molekiilleridir. Dpnl uygulamasindan sonra konak hiicreye transfer edilecek DNA’larin tamami
mutasyonu tasiyacaktir.
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12 Gen Hedefleme ve Genom Diizeltme

Bir organizmanin genomunun belli bir bolgesine midahale etmenin degisik nedenleri vardir.
Bunlardan birisi belli bir gen boélgesini mutasyona ugratarak bu genin organizmada hangi fonksiyonun
ylritilmesinde rol aldigini belirlemektir. Diger bir amac¢ ekonomik degeri olan bir triint kodlayan bir
geninin diger bir organizmanin genomuna transfer etmektir. insan genetik hastaliklarina neden olan
mutant genlerin yabani tipleriyle degistirilmesi, diger bir ifade ile gen tedavisi de bu amaglar arasinda
sayilabilir.

12.1 Gen hedefleme

Bir organizmanin veya hiicrenin genomuna disardan transfer edilen bir DNA molekili genomun
(kromozomlardan birinin) bir bélgesine rasgele integre olabilir. Bu gibi rasgele integrasyonlarda belli
bir DNA molekilliiniin hedeflenen bir bélgeye baglanmasi tamamen tesadiife baghdir. Béyle bir
integrasyon sonrasinda ¢ok sayida hiicre analiz edilerek dogru bolgeye transferin gergeklestiginin
dogrulanmasi gerekir. Bazi durumlarda transfer edilen DNA molekill hiicrede tolere edilemeyen bir
mutasyona neden olmadiysa DNA transferi basarili olarak kabul edilebilir. Ancak hiicrenin normal
fonksiyonel durumunu etkilemeksizin bir gen transferi yapilmak istendiginde genin dogrudan hedef
bolgeye transfer edilmesi en dogru yoldur. Belli bir DNA molekiliinin (belli bir gen veya genleri
iceren DNA molekilinin) genomun belirlenmis bir bdlgesine integre edilmesi islemine gen
hedefleme denir.

Prokaryotik organizmalar ve tek hiicreli 6karyotlarda genomun belli bir bélgesini hedeflemek
nispeten kolaydir. Ancak cok hiicreli 6karyotlarda ve Ozellikle de sadece eseyli Greyen hayvanlarda
genoma muidahale etmek daha zordur ve karmasik islemleri gerektirir. Bir genoma midahale
etmeden 6nce transfer edilecek gen in vitro’da manipile edilerek hazir hale getirilmelidir. Transfere
hazir hale getirilmis olan DNA molekillerinin genoma integrasyonu icin homolog rekombinasyon en
yaygin kullanilan yontemdir. Bazi gen terapi yontemlerinde kullanilan rasgele integrasyonun aksine
homolog rekombinasyonda DNA, hedef bolgeye yonlendirilir ve bu bdlgeye integre olur.

12.1.1 Homolog rekombinasyon ile gen hedefleme
Hicrede homolog DNA molekiilleri arasinda gergeklesen rekombinasyon ile parga degisim siirecine
homolog rekombinasyon denir. Homolog rekombinasyon, o6zellikle rekombinasyonun etkin bir
sekilde isledigi prokaryotlarda ve tek hicreli 6karyotlarda, bir hedef genin mutasyonu amaciyla veya
mutant bir genin yabani tip veya herhangi bir sekilde manipiile edilmis bir DNA ile degistirilmesi
amaciyla yaygin olarak kullanilan bir yontemdir. Bu islemler icin 6ncelikle hedef gen klonlanmali,
maniplle edilmeli ve sonra tekrar geri genoma transfer edilmelidir. Manipulasyon islemlerinde
klonlanan genin igine veya diger bolgelerine secilebilir belirte¢ dizileri eklenmelidir. Belirte¢ hedef
genin icine eklendigi takdirde gen mutasyona ugrayacaktir. Eger gen yabani tip olarak kalacaksa
belirtecler genin yukarisi veya asagisina eklenmelidir.

Gen hedefleme stratejilerinden biri yedekleme hedefleme olarak adlandirilir. Oncelikle hedef
DNA bolgesi klonlanir, sonra amaca uygun olarak gen mutasyona ugratilabilir. Hedef gen, yukari ve
asagl bolgelerinde yeterli uzunlukta kromozom bolgesiyle birlikte klonlanmalidir (Sekil 12.1a). Genin
ic kisminda bir pozisyona neomisin dieng geni gibi bir antibiyotik direng geni eklenir. Bu durumda
gene bir insersiyon mutasyonu uygulanmis olur (Sekil 12.1a). Ayrica klonlanmis genin sonuna ikinci
bir secilebilir belirteg eklenmesi gerekir. Bunun nedeni homolog rekombinasyon ile (¢ift krosing over)
integrasyon gerceklenen hiicrelerle rasgele integrasyon gerceklesen hicreleri ayirt etmektir.
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Neomisin direngli hiicrelerde integrasyonun gergeklestigi anlasilir. Bu durumda krosing overler 1 ve 2
bolgelerinden gergeklesir (bakiniz Sekil 12.1a) ve tk geni integre olmaz. tk geni bir viral timidin kinaz
enzimini kodlar. Bu enzim nikleotit analogu gansikloviri fosforlayarak DNA sentezine katilmasini
saglar. Gansiklovirin baglandigi zincirin sentezi durur. Dolayisiyla tk genine sahip hiicreler gansiklovire
duyarh bu geni tasimayanlar ise direnclidir. Homolog rekobinasyon ile olusan cift krosing over
sonucunda tk geni genoma integre olmaz ve hiicreler gansiklovire direnclidir. Ozet olarak
neomisin+gansiklovire direncli hicreler homolog rekombinatlardir. Diger yandan rasgele
integrasyonda hem neomisin geni ve hem de tk geni genoma integre olur (Sekil 12.1b). Dolayisiyla
rasgele rekombinasyon geciren hiicreler neomisin direncli ve gansiklovir duyarl hiicrelerdir.
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Sekil 12.1: Homolog ve rasgele rekombinasyon ile manipile edilmis bir DNA molekilinin genoma
integrasyonu. a) Manipiile edilmis bir gen golgesinin homolog rekombinasyon (¢ift krosing over) ile
genoma integrasyonu. b) Manipile edilmis bir gen golgesinin rasgele rekombinasyon ile genoma
integrasyonu. integrasyon gerceklesen iki tip hiicre fenotipik olarak farklilk gosterir.

Bazi durumlarda belli bir genin kodlayici bdlgesinin tamaminin silinmesi hedeflenebilir, yani
bir silinme mutasyonu hedeflenebilir. Bu durumda genin kodlayici bélgesi uzaklastirilarak yerine
neomisin direng geni gibi bir segilebilir belirteg eklenir (Sekil 12.2). Bu durumda genin yukarisinda ve
asagisindaki kromozom bolgeleri homolog diziler olarak kullanilabilir olacaktir. Ayrica rasgele
inegrasyon meydana gelen hicreleri ayirt edebilmek icin klonlanan DNA golgesinin asagisina (3
bolgesinin sonuna) bir tk geni de eklenir. Bu manipule edilmis DNA hiicrelere transfer edilerek
neomisin ve gansiklovir direngli hiicreler hedef mutasyonu tasiyan hicreler olarak segilir.

Ozellikle bir gen bakiminda silinme mutasyonlari amino asit dizisi manipiile edilmis genlerin
genomun dogru pozisyonuna eklenmesi igin son derece kullanish genetik sistemler saglarlar. Bir a
geni tarafindan kodlanan bir A proteininin amino asit dizisi degistiriimek istendiginde bu gen yukari
ve asagisindaki bir miktar DNA dizisiyle beraber klonlanir. Klonlanan gen (izerinde oligoniikleotit
yonlendirimis mutasyonlarla gerekli kodon degisiklikleri yapilir. Sonra bu manipile edilmis DNA
molekill bu gene ait dizinin silindigi bir konak hiicreye transfer edilir (Sekil 12.3). Klonlanmis DNA
molekilinin genin yukari ve asagisindaki golgeleri sadece konak hiicre kromozomuyla homologdur.
Dolayisiyla homolog rekombinasyon sadece o bdlgede gerceklesebilir. Boylece amino asit dizisi
degistirilmis proteini kodlayan gen genomda hedeflenen boélgeye integre olur. Bu durumda silinme
mutant hiicrenin genomundaki a geninin bulundugu boélgede neomisin direng geni gibi bir belirteg
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DNA baglhdir ve mutant hiibre bu antibiyotige direnclidir. Bu bolgeye manipile edilmis DNA integre
oldugunda hedeflenen gen ile antibiyotik direng geni yer degistirir. Sonugta hiicre antibiyotik direng
genini kaybeder ve bu antibiyotige karsi duyarh hale gelir. Bu durumda negatif secim ile hedef
hiicreler ayirt edilebilir. Yani antibiyotik duyarli hiicrelerde homolog rekombinasyon gerceklesir.
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Sekil 12.2: Homolog rekombinasyon ile bir genin tamaminin silindigi bir mutant hiicrenin elde
edilmesi. Klonlanmis ve manipiile edilmis DNA molekiiliinde hedef gen boélgesinin olmadigina dikkat
ediniz. Neomisin geni ile hedef gen yer degistirmistir.

henipule.
TP 12!
Acd.l.l'Mu} _Q_"JP '

3

\ e . o a8 Lamans
~ -_: — .L - '\c.mmc"ub-v\
- ] l =

\r\omb\fﬂ \\) .

R VUL NeowraiSin s ona
e \e st s \
o L e tmn‘.gulnc.
- A | L A ~ =i e g b pe etiben
N manl?MLL etilimis
(="} @'f"\:

’?enojf.l?_' Ne_am\if:\ﬁ “-‘it&‘f"‘ra“
Sekil 12.3: Kodlayici dizisi maniplle edilmis bir a geninin ayni gen bakimindan silinme mutasyonu
tastyan bir hiicrenin kromozomuna homolog rekombinasyon ile integrasyonu. Kromozom ile
maniptle edilmis DNA arasindaki homoloji sadece genin yukarisi ve asagisindaki iki bolge (1 ve 3)

arasinda gerceklesbilir.

Gen hedefleme amaciyla manipule edilen DNA molekiilleri genellikle bir vektére bagh
durumdadir. Rekombinant vektor DNA’si olarak hiicrelere transfer edilir. Rekombinasyon vektoriin
sadece genomik DNA kismi ile gergeklesir. Kromozom ile rekombinant vektér arasindaki DNA
degisiminden sonra vektor yeni DNA icerigiyle beraber hiicrenin igindedir. Ancak bu tip ¢alismalarda
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kullanilacak vektoér hedef hiicre icinde replikasyon yapamayan vektorler arasindan segilir. Dolayisiyla
replikasyonu yapilamayan vektor pespese hiicre béliinmelerinin sonunda yok olur.

12.2 Tasarlanmis niikleazlarla genom diizeltme

Yiiksek yapili hayvanlarda manipule edilmis gen nakilleri genellikle kiltiire alinmis embriyonik kok
hicrelerine yapilir. Fakat homolog rekombinasyon embriyonik kék hicrelerine gen hedeflemede
nispeten verimsizdir. Basarili sonuglar daha ¢ok 6zellikle nispeten etkili rekombinasyon sistemlerine
sahip olan maya ve fare modellerinde mimkiindiir. Dolayisiyla homolog rekombinasyon metodu
genis bir organizma grubu icin uygulanabilir degildir. Ayrica bu yontem in vitro vektor olusturma,
secim ve gorintiileme gibi emek yogun calismalar gerektirmektedir. Son zamanlarda genis bir
organizma grubunda ve hiicre tipinde hedeflenmis genom degisikliklerine izin veren diger teknikler
gelistirilmistir. Ozel tasarlanmis nikleazlar kullanilarak bu tekniklerle, bitki, hayvan ve insan
genomlarina insersiyon, delesyon ve yer degistirme seklindeki genom dizeltme islemleri
uygulanabilir hale gelmistir. Bu yaklagimda genetik manipiilasyonlarla insa edilmis iki domainden
meydana gelmis nikleazlar kullanilir. iki domainden olusan bu niikleazlarin domainlerden biri
genomu belli bir spesifik diziden tanir, diger domain ise taninan DNA bdlgesi civarinda belli bir
noktadan her iki zinciri de kirar. Bu niikleazlar arasinda en yaygin bilinenleri ¢cinko-parmak niikleazlari
(ZNF, zinc-finger nucleases), transkripsiyon aktivator benzeri effektér niikleaz (TALEN, transcription
activator-like effector nuclease) ve CRISPR-Cas9 (CRISPR, clustered regularly interspaced short
palindromic repeat) sistemidir.

ZNF nikleazlarin ¢inko parmak domaini 6zel amino asit dizisine sahip oldugunda belli bir
niikleotit dizisini tanir ve baglanr, TALEN nikleazlarda ise transkripsiyon aktivator benzeri effektor
domaini belli amino asit dizisine sahipken belli bir nikleotit dizisini tanir ve baglanir. Bu niikleazlar
Ozel bir bolgeye hedeflemek istendiginde her defasinda o bolgedeki nikleotit dizisini taniyan 6zel
polipeptit domainler tasarlamak gerekir. Dolayisiyla hedeflenen her genom boélgesi icin 6zel polipeptit
dizilerinin yeniden olusturulmasi icin yogun genetik manipilasyon calismalari yapmak gerekir. ZNF ve
TALEN nikleazlarin ilgili domaini hedef bolgeye baglandiginda ikinci domainleri tanima bolgesine
yakin bir bolgeden her iki DNA zincirini de keser. ZNF niikleazlarda kesme noktasi tanima bdlgesinden
5-7 bg uzakta iken TALEN niikleazlarda bu uzakhk 33-35 b¢’dir. Sonucta hedef bolgede bir gift zincir
kirigi olusturulur. Bu iki nikleaz ile gen hedeflemesi yapabilmek i¢in belirlenecek her hedef DNA dizisi
icin yeni bir tanima domaini tasarlamak zorunlulugu vardir. Bu nedenle uygulama alanlari sinirhdir.
Her defasinda polipeptit yapisinda farkl bir tanima domainine ihtiya¢ olmadigindan CRISPR-Cas9
sistemi ¢cok daha etkili ve daha kolay uygulanabilir bir DNA diizeltme araci olarak is goriir.

CRISPR-Cas9 sistemi orijinal olarak prokaryotik organizmalarin viris istilasina karsi geligtirdigi
bir savunma istemidir. Bu organizmalarin genomunun belli bir bolgesinde kisa palindromik diziler
arasina farklh virlslere ait kisa aralayici (spacer) diziler vardir. Bu aralayici diziler bir bakima o tiirtin
karsilastig farkh virtslere ait kimlik dizileridir. Bu aralayici bolgedeki dizi ile homolog olan diziye sahip
bir virls hilcreye girdiginde hicre genomunun CRISPR bélgesinden o virlise ait genomdaki kisa
aralayici diziyi de iceren kilavuz RNA (gRNA) denilen bir RNA molekili sentezlenir. Bu molekil bir
endoniikleaz olan Cas9 proteini ile kompleks olusturarak yabanci DNA’yi tarar. Eger yabanci DNA
lzerinde gRNA ile homolog bdlge mevcutsa bu bolge ile esleserek baglanir. Bu baglanma
gerceklestiginde bu bolge icinden Cas9 endonikleaz viral DNA'nin her iki zincirini keser ve sonugta
viral DNA yikilarak enfeksiyon engellenir. Bu sistemde spesifik olan dizi, gRNA'nin hedef viral DNA
bolgesine baglanan aralayici diziyi iceren kismidir.
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CRISPR-Cas sistemi, bircok organizmaya ait birgcok hiicre tipinde genomun hemen hemen
bltin bolgelerindeki DNA yapisinda ¢ift zincir kiriklart olusturmak icin kullanilabilirdir. Sistem iki
bilesenden olusur:

1) bir kilavuz RNA (gRNA) ve
2) spesifik olmayan CRISPR iliskili endoniikleaz (Cas9) (Sekil 12.4).

gRNA dizisi iki fonksiyonel kisimdan olusur. iskele dizisi denilen kisim Cas9 endoniikleaza
baglanir. Yaklasik 20 nikleotit uzunlugundaki arastirici tarafindan tasarlanan aralayici dizi genomun
hedef bolgesiyle eslesir. Tasarlanmis aralyict dizi genom Uzerinde hedeflenen bdlge ile
komplementerdir. gRNA/Cas9 endoniikleaz kompleksi aralayici gRNA bolgesi ile komplementer olan
genomik DNA dizisine baglanir. Bu baglanmanin gerceklesebilmesi icin genomun komplementer
bolgenin bitisiginde 2-5 bg¢ uzunlugunda korunmus bir diziye ihtiyag vardir, bu dizi PAM (protospacer
adjacent motifs) olarak adlandirilir. CRISPR-Cas9 sisteminde PAM dizisi NGG seklindedir. Bir CRISPR-
Cas9 sisteminin gRNA’sinin aralayici dizisi bir PAM dizisinin bitisigindeki komplementer DNA zinciriyle
eslesir. Sonra Cas9 endonikleaz Uzerindeki iki aktif merkez DNA zincirlerinin her ikisini de PAM
dizisinin yakinindan keser. Béylece hedeflenen bélgede bir cift zincir kirigi olusur. insan genomunda
160x10° adet NGG dizisi vardir, dolayisiyla insan genomu bu dizilerin bulundugu herhangi bir
bolgeden CRISPR-Cas9 sistemi tarafindan kesilebilir. CRISPR-Cas9 sistemiyle farkli aralayici diziler
tasarlayarak genomun farkli bolgelerinin hedeflenmesi mimkindir. ZNF ve TALEN niikleazlarda
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Sekil 12.4: CRISPR-Cas9 sisteminin galisma seklinin sematik gorinim.

Bu sistemin elemanlarindan biri olan gRNA’y1 kodlayan DNA dizisi ve Cas9 endonikleaz geni
uygun bir vektore baglanarak gerekli promotor ve genetik belirtecler eklendikten sonra hedef
hlcreye transfer edildiginde bu hiicrede gRNA ve Cas9 endoniikleaz sentezlenir. (ZNF ve TALEN
endonikleazlar icin de ayni yontem uygulanabilir) gRNA’nin aralayici dizisi hedeflenen genom
bolgesinin NGG dizisinin yukarisina (5’ tarafina) komplementer DNA zinciri ile esleserek baglanir.
Sonra Cas9 endontikleaz PAM bdlgesi yakinindan DNA zincirlerini keser.

Hedeflenen genom bdlgesinde c¢ift kiriklarin  olusturulmasi genom dizeltmenin ilk
basamagidir. Bu asamadan sonra kirik bolgesinde bir diizeltme islemi gerceklesmelidir. Hicreler cift
zincir kiriklarini iki mekanizma ile tamir ederler: homolog olmayan ug¢ birlestirme ve homoloji
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yonlendirilmis tamir. Homolog olmayan ug birlestirmede en iyimser islem kesilen uglarin herhangi bir
hasar olusmadan birlestirilmesidir. Bu durumda herhangi bir degisiklik olmadan ¢ift zincir kirigi
bolgesi tamir edilir. Ancak bu mekanizma nispeten siklikla ucglardan niikleotitler kopararak veya yeni
niikleotitler ekleyerek kirik bolgesinde mutasyonlara neden olur. Bu durumda kesik boélgesindeki
yabani tip bir gen mutasyona ugrayacaktir.

Homoloji yénlendirilmis tamir sisteminde ise ilave bir kalip DNA (verici DNA) rehberliginde
kirik bolgesi tamir edilir. Bu durumda kirik bélgesinin her iki tarafi ile komplementer olan ve orta
kisminda yapilmak istenen degisikligi iceren bir kalip DNA hiicreye verilirse kirik bolgesi kalip
DNA’daki diziye uygun bir sekilde tamir edilir (Sekil 12.5). Boylece genom bodlgesinde istenen bir
degisiklik gerceklestirilir: bir veya bir grup bazin eklenmesi, bir veya bir grup bazin c¢ikarilmasi ve bir
veya bir grup bazin degistirilmesi.
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Sekil 12.5: Cift zincir kiriklarinin tamiri yoluyla genom dizeltme. Cift kirik olusturulmus hiicreye bir

verici (kalip) DNA zinciri saglanarak homoloji yonlendirilmis tamir mekanizmasiyla ¢ift zincir kirik
bolgesinin modifikasyonu. Tarali bolge ¢ift kirik bolgesine uygulanmak istenen diizeltmeyi icerir. Bu
bolgedeki dizi eklenme, silinme veya degistirme seklinde diizeltmelerden birini veya daha fazlasini
icerebilir.

72



CRISPR-Cas9 sistemi yiliksek yapili organizmalarda gen hedefleme ve genom dizeltme
islemleri icin son derece etkili yontemler sunar. Bu giin icin hizli bir sekilde farkh alanlara
uygulanabilirligi Uzerine yogun arastirmalar devam etmektedir. Diger bitin gen hedefleme
sistemlerinde oldugu gibi CRISPR-Cas9 sisteminde de hedeflenen bdlge disinda rasgele bdlgelere
integrasyon riski daima mevcuttur.

12.3 Transgenik bitki ve hayvan olusturma

Herhangi bir hiicrenin genomuna disardan bir DNA molekiliniin eklenmesi mimkindir. Bu ekleme
isleminin amaglarindan biri bir organizmaya diger bir organizmanin geninin eklenmesiyle bir
transgenik organizma elde etme olabilir. Transgenik organizmalar genomuna, bir veya daha fazla gen
taslyan, baska bir organizmaya ait bir DNA molekili eklenmis organizmalardir. Transgen ise in
vitro'da rekombinant DNA teknikleriyle manipiile edilerek diger bir organizmanin genomuna
nakledilen gendir.

Tek hicreli organizmalarda transgenik bireyler elde etmek nispeten kolay bir sirectir.
Transgen, homolog rekombinasyon ile hiicre genomunun belli bir bélgesine hedeflenerek integrasyon
saglanir. Kisa generasyon zamanlari ve tek hiicreli olmalarindan dolay! transgenik organizmay:i kisa
sirede elde etmek mimkiindir. Ancak ¢ok hicreli organizmalarda organizmanin bitin hiicrelerine
transfer yapmak oldukga zordur. Eseysiz Ureyen organizmalarda kiltiire alinmis bir hiicreye transfer
yapilarak bu hiicre yeni bir birey olusturmak lGzere yénlendirilebilir. Eseyli tireyen organizmalarda ise
gen nakli totipotent bir hiicreye yapilmaksizin, bitin hicreleri transgenik olan ¢ok hticreli bir birey
elde etmek mimkiin olmaz. Bitkisel hiicrelerin ¢cogu totipotenttir. Fakat eseyli Greyen hayvanlarda
hiicreler, embriyonik gelisimin ¢ok erken safhalarinda totipotentlik Ozelliklerini kaybederler. Bu
durumda transgenik organizma elde etmek igin ya zigota veya totipotentlik 6zelligini kaybetmemis
erken embriyonik evredeki hiicrelere transfer yapmak gerekir. Ayrica diploit organizmalarda bir gen
transferi gerceklestiginde genellikle sadece homolog kromozomlardan birine integrasyon gerceklir ve
transgenik birey transgen bakimindan heterozigot olur. Homozigotlari elde etmek icin ilave
segregasyon calismalarina ihtiyag¢ duyulur.

Transgenik organizma olusturulurken genelde lic asamadan s6z etmek mimkindiir:

i) In vitro manipiilasyon: Transfer edilmek istenen gen veya genlerin in vitro’da manipulasyonu
yapilir. Bu asamada hedef gene diizenleyici bolgeler, bir veya daha fazla antibiyotik direng
geni ve benzeri genetik belirtecler eklenir. Hedef DNA uygun bir vektore aktarilarak veya
dogrudan dogrusal DNA molekdlleri seklinde, transfere hazir hale getirilir.

ii) Hedef hiicreye transfer: Manipule edilmis hedef geni de tasiyan DNA molekili genetik yapisi
degistirilmek istenen organizmanin hiicrelerine transfer edilir. Konjugasyon, transformasyon,
molekdl tabancasi, virlsler araciligiyla veya mikroenjeksiyon gibi yéntemlerden biri ile hedef
gen hiicrelere nakledilir. Farkli tip hiicrelere transfer yapilabilir. Bu hiicre bir zigot olabilecegi
gibi bir kok hiicre de olabilir. Ayrica hiicreler kiltlre alinarak olusturulmus bitki ve hayvansal
hicre kiltirleri de olabilir. Eger transgen germ hiicrelerine transfer edilirse yeni nesillere
aktarilacaktir. Somatik hiicrelere transfer edildigi takdirde transgen vyeni nesillere
aktarilmayacak sadece o bireyi etkileyecektir.

iii) Transgenik bireylerin izolasyonu: Genetik belirteglerin de yardimiyla transgeni tasiyan
bireyler (veya hiicreler) izole edilir. Bu asamada transfer edilen hiicre bir zigot ise transgen
kromozoma integre oldugunda embriyonik gelisim sirasinda olusacak butiin hicrelere
transgen aktarilacaktir. Transgeni tasiyan hiicreler manipulasyon sirasinda eklenen genetik
belirtecler (sdzgelimi neomisin direng geni gibi) kullanilarak pozitif veya negatif olarak
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secilebilir. Transgen blyik olasilikla homolog kromozomlardan sadece birine integre olacagi
icin olusan olgun birey muhtemelen heterozigot olarak transgeni tasiyacaktir. Daha sonraki
nesillerde bu soydan gelen bireylerin kontrollii ¢aprazlamalariyla transgen bakimindan
homozigot olan bireylerin secilmesi gerekir.
insan gibi yiiksek yapili hayvanlarin germ hatlarina gen nakline etik nedenlerden dolay! yasal
olarak izin verilmez. Boyle bir durumda bu organizmalarda sadece somatik hiicrelere gen nakli
yapilabilir. Kiltire alinmis kok hicrelere gen transferi yapildiktan sonra bu transgenik hiicreler
vicuttaki uygun dokuya transplante edilir. Sonugta organizma tamamen degil de kismen transgenik
olacaktir. Ayrica transgen yeni nesillere aktarilmayacaktir.
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