SICRAYAN KUTUPHANELER

Sigrayan klonlar bir kromozomun iki siireksiz pargasi ile bag etmek i¢in bir yol sunar.Sigrayan
bir klonun ana fikri sekil-8.20’de gdsterilmistir.Oldukea kiiciik bir giris klonudur Istisnasi ise
sudur:klonlama isleminde iki tane farkli ve uzak orijinal hedef DNA pargasi yan yana getirilir
ve birlestirilir.Sigrayan bir klon i¢in basit bir durum,biiyiik bir DNA par¢asinin iki ucunu
icermesidir.Fakat fragmentin biitiin internal i¢ DNA’s1 kesilip atilmistir.Boyle klonlarin
yapisik sekli sekil 8.21°de gdsterilmistir.
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Sekil 8.21 Biiyiikk DNA fragmentlerinin uglarindan tiiretilmis sigrayan klon kiitiiphanesinin
olusturulmasi metodu

Cok diistik konsantrasyonlarda sulandirilmis nadir ve kesici enzim ile genom kesilir ve segici
bir marker iceren vektoriin varliginda ligasyon yapilir.Amag¢ vektor dizisinin ¢evresindeki
biiytlik pargalari cemberestirmektir.Hedefin yeterli derecede diisiik konsantrasyonlarinda hedef
parcanin  herhangi bir molekiiller aras1 ligasyonu olmaz.Birisi fazla vektori
kullanabilir.Ciinkii  vektor defosforile edildigi icin vektor-vektor ligasyonu miimkiin
degildir.Eger basarili olunursa;diisiik konsantrasyondaki ligasyonlar c¢ok biiyiikk DNA
¢cemberleri olusturabilirler.Bunlar sonradan hedef DNA’da ¢cok sik kesim bolgesi olup
vektorde kesim bolgesi olmayan bir restriksiyon enzimi ile kesilir.Bu;uygun vektoriin tasarimi
ile diizenlenebilir.Sonugta oldukca kiiclik DNA parcalarinin bir karisimi olusur ve orijinal
biiylik DNA parcalarinin iki ucundaki baglantiya yakin olanlar vektor dizilerini igerir.

fkinci bir ligasyon;yine ¢ok diisiik konsantrasyonlarda yapilir.Bu 6rnekteki tiim DNA’lar
cemberlestirilir.Bunlar vektorlerdeki segici markirlarin biiyiime icin gerektigi sartlar altinda
E.coli’ye tekrar sokulursa bir sigrayan kiitiiphane olusur.

Nadir restriksiyon kesim bolgelerinin yakinini kateden sigrayan kiitiiphanelerin kullanimi
potansiyel olarak ¢ok gii¢liidiir.Bunlar sekil sekil-8.22’de gosterilmistir.



PHYSICAL MAPPING
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Sekil 8.22 Biiyiik DNA fragmentlerine yayilan (uzanan) sigrayan klonlarin potansiyel yarari

Sigrayan klonlarin her biri iki tane baglanti(overlap) klonunu kateder.Eger birisi sistematik bir
sekilde hangi baglant1 klonunun ,si¢crayan klonlarla DNA dizisi paylastigini incelerse(veya
tam tersi)sonugta;biitin baglant1 klonlarin ve biitlin sigrayan klonlarin  dizilmesi
gerekecektir.Bu hibridizasyon;PCR veya nadir kesim bolgelerine yakin DNA dizisinin
dorudan analizi ile yapilabilir.Son durumda DNA dizi karsilastirmalari;klon binmelerini agiga
cikaracaktir.Boyle bir yaklasim;STARs;yani “dizi etiketli nadir restriksiyon bolgeleri” olarak
adlandirilir.Ve otamatik DNA sekansmnin biitiinliiglinii ve kolayhigm g6z Oniine
aliirsa,oldukca cekicidir.Sigrayan kiitiiphanenin daha genel bir formu sematik olarak sekil
8.23’de gosterilmistir.
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Sekil 8.23 DNA hazirlanmasi
a) Daha genel sigrayan kiitiiphane olusturulmasi
b) Sabit uzunluktaki genomik fragmentlerin ¢ok yogun drnegini igerir

Burada bir genom oldukga sik bir restriksiyon endoniikleaz ile kesilir.sonugta ¢ok kompleks
PFG tarafindan ayrilan bir karisim olusur ve ¢ok dar biiytikliik araliginda bir materyal
secilir.Eger bu 500kb biiyilikliigiinde olursa bu demektirki;ornek genomdaki biitiin stirekli
500kb’lik DNA bloklarin1 igerir.Bu materyal su sekilde sigrayan kiitiiphane yapmakta
kullanilir:

e Once diisiik konsantrasyonda bir vektdre yerlestirilir.

e Sonra i¢ kisimlar kesilir ve yeniden ¢emberlestirilir.



e Sonuglanan kiitliphane bir biiyiiliige gore secilmis bir sigrayan kiitiiphanedir ve
genomda 50kb kadar byiiklikkte ayrilmis kisa DNA dizilerinin siireksiz setlerini
icerir.Bu kiitliphanenin en biiylik dez avantaji ¢cok kompleks olmasidir.Bununla
birlikte sekil-8.24a’da gosterildigi gibi ¢ok kullanislidir.Birisinin ilgilenilen bir
bolgede bir markira sahip oldugunu diisiinelim ve o kisinin bir diger markir1 yaklasik
500kb uzakta olamasin istiyebilir.Orjinal markir 500kb’lik bir sigrayan kiitiiphaneyi
taramakta kullanilabilir.Bu her iki tarafinda orijinal markerin 500kb tarafindan
cevreleyen iki tane yarim sigrayan prob seklinde kesilen klonlarin belirlenmesi ile

sonuclanir.
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Sekil 8.24 Bir bolgeden uzak ayrilmis bdlgelere hareket eden sigrayan kiitiiphane kullanimi
a) Yart sigrayan klonlar baslangic probundan bilinen uzakliktaki yeni
problarin uzaklagsmasini saglar
b) Sicrayisin yonii hakkindaki bilgi orijinal probun harita oryantasyonu
bilindigi takdirde korunmus olabilir

Eger orijinal marker genomdeki bazi diger markirlara gore dizilirse;hangi sigrayanin hangi
yonde oldugunu anlatmak miimkiindiir.(tabi internal bir kesim bolgesi icerdigi taktirde.)(sekil-
8.24b)Orijinal markir kisimlar1 kullanilarak sigrayan klonlarin se¢imi sigramadan sonra onun
oryantasyonu hakkindaki bilginin korunmasina izin verir.Diger taraftan c¢ok giicli bir
yaklagimin kullanimindaki ana smirlama;uzun sigramalarin yapilmasinin oldukc¢a zor
olusudur.Ciinkii bdyle biiyiik DNA ¢emberlerinin etkili bir bi¢imde ligasyonu oldukc¢a zordur.



KISMi KESIM (PARTIAL DIGESTION)

Insan genomunun bir ¢ok bdlgesinde;200kb’dan daha biiyiik DNA fragmentlerini siirekli
olarak veren restriksiyon enzimlerini bulmak olduk¢a zordur. Pek cok bolgede; genomik
restriksiyon fragmentleri nadiren birkag Mb’dan daha biiyiiktiir. PFG’nin 5-7 Mb biiyiikliigiine
kadar olan DNA fragmentlerinin ¢éziimlenmesine olanak saglayana kadar diisiik ¢6ziimli
haritalama i¢in bu olay olanal dis1 idi.PFG’nin ¢ok biiylik dizilerinin avantaji;genomu belli
bolgelerinden kesen enzimlerle kismi kesim(sindirim)saglamasidir.Bununla beraber; bolgenin
essiz haritasin1 olugturmak i¢in yapilan kesimin sonuglarinin degerlendirilmesinde temel bir
problem vardir. Bu problem sekil 8.25’de gdsterilmistir.
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Sekil 8.25 Tek bir probla hibridizasyon saglandiginda fragment paternlerinin
yorumlanmasindaki belirsizlik kismi restriksiyon niikleaz kesiminde goriilmekte

Eger tek bir prob; PFG fraksiyonlanmasindan sonraki hibridizasyonla kesimin incelenmesi
icin kullanilirsa bu prob DNA fragmentlerinin karigimini aragtiracaktir ki bu fragmentler her
iki yondeki kendi orijinal lakosyonlarindan itibaren uzayip gitmektedir (genislemektedir). Bu
tiriinlerin karisimlarini analiz etmek, haritay1 anlamak ve olusturmak i¢in agik degildir.

Eger enzim, biitlin bolgeleri esit kinetiklerle keserse, biri likely hood veya maksimum entropi
arglimanlarini kullanarak verilmis bir kesim kalibiyla uyumlu en uygun fragment dizilimlerini
segmekte kullanilabilir. Zorluk sudur ki: cogu restriksiyon enzimleri tercihsel kesim
bolgelerine sahiptir. Sfi-1 durumunda; kesilen tanima dizilerinin ilgingligiyle bunlar
olusturulabilir. Not-1 ve diger bircok enzim durumunda kesim i¢in sicak noktalar genomda
birbirine ¢ok yakin sekilde konumlanmis bazi kesim bdlgelerinde olur (sekil 8.26).
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Sekil 8.26 Kismi kesim haritalama metodlarini kullanmak i¢in denemeleri sasirtan
restriksiyon enzim sicak nokta 6rnegi



Ozgiil bir bolgedeki bir sicak noktanin varhigini kural dist etmek zordur. Kismi kesim
verilerine uyan bir kesim haritasina uygun bir aday Null haritasidir. Bu haritada biitiin kismi
kesim bolgeleri probun bir tarafinda bulunur ve tiim kesim sicak noktalarinin diger tarafinda
bulunur (sekil 8.27).

Figure 8.27 Null ordering of fragments seen 1n a partial digest.
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Sekil 8.27 Fragmentlerin anlamsiz siras1 kismi kesimde goriilmektedir
Sekil 8.28 Total kesim yeri (ya da kromozom ucu) belli bir bolgede oldugu bilindigi takdirde
kismi kesim datasindan bir restriksiyon haritasinin bir araya getirilmesi

Boyle bir harita istatistiksel olarak tesadiifi bir genomda imkansiz olmasina ragmen sicak
noktalarin varligma izin verildigi i¢in olduk¢a mantiklidir. Burada ortaya c¢ikan
komplikasyonlar olmaksizin analiz edilen {i¢ tane kismi kesim kalibi vardir. Bunlardan
birincisi, bolge inceleme altindaki her molekiilde kesilen bir bolge tarafindan sarili kisim
oldugu zaman olur. Bu sicak nokta bolgesini yaratmak i¢in iki yol vardir. Su unutulmamalidir
ki kesimi analiz etmek i¢in kullanilan prob, bir kromozomun ucuna ¢ok yakindir (sekil 8.28).
dolayisiyla bu durumda Null haritas1 dogru bir haritadir. Daha once tartistigimiz telomerik bir
probun kullanimi1 Smith-Brinstiel haritalama yaklasimina denktir.

1. Eger prob haritalanmig bolgenin en ucunda degilse bile uca yakin herhangi bir bilgi,
kismi kesim verisinin analizini oldukga basitlestirir. Boyle bir bolgenin ikinci bir
durumu ise ¢ok nadir bir kesim enziminin bir kromozomdaki tanima dizisine
entegrasyonu sonucunda olur. Oyle ki bu ilgilenilen bolgedeki tek kesim bolgesi
olacaktir. Sonra ¢ok nadir bolge tamamen kesilir ve daha sik kesim bdlgesi olan bir
enzim ile kismi bir kesim yapilir. Boyle bir yaklagimin hizli bir haritalama metodu
olarak Onemi biiyiiktiir. Bununla birlikte ¢ok nadir kesimi sonuna kadar gotiirme
kabiliyetine sahiptir. Cok nadir kesim i¢in mevcut semalarin ¢ogunda total kesim
garanti edilemez. Paris’deki Thierrbi ve Dujon niikleaz1-Scel i¢in kesim bolgesi maya
genomuna uygun yogunluklarda sokulabilir ve enzim tanimlama stratejisini etkili
yapmak icin yeterli derecede kesebilir.

2. Eger ilgilenilen bolge ¢ok biiylik bir DNA fragmentine bitisikse onun kismi kesim
verisinin analizine izin vererek olur, sonra sekil 8.29’da gosterildigi gibi ¢ok biiyiik bir
fragmentten daha kiiciik kismi kesimde goriilen biitin DNA fragmentleri su sekilde
dizilebilir. Kesim; ¢ok biiyiik bir fragmente bitisik ilk kiiclik parcada lokalize olmus



bir propile hibridize edilerek belirlenir. Telomerik problarda oldug gibi kisitlamadan
biraz gevsetmek kesimden 6nemli harita bilgilerinin ¢ikarilmasini saglar.
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Sekil 8.29 Kismi kesim data komsusunda ¢ok biiyiik restriksiyon fragmentlerine kadar olan
bolgenin restriksiyon haritasinin bir araya getirilmesi

3. Kismi kesimin analiz edilebildigi bu durumda bitisik DNA fragmentleri {lizerinde
uzanan iki prob oldugu zaman olur. Ornegin iki tane yarim baglant1 klonu, klonlarda
mevcut ayni nadir bolgeler kullanilarak yapilan kismi bir kesim problari halinde
kullanilanlardir. Bu durumda sekil 8.30°da gosterildigi gibi bir probla goriilen
fragment biiylikliikleri o probun yoniinde diger probda uzanmaz. Her iki probla
goriilen problar bilgilendirici degildir. Boylece baglant1 klonlar1 kismi kesimin etkili
analizinde anahtar rol oynar. Kismi kesimleri uygulayan yaklasimlarin etkisi soyledir:
bir lokasyondaki bir prob olduk¢a uzak bolgeler boyunca harita elde etmek igin
kullanilabilir ki, bu noktalarda diger problar mevcut olmayabilir. Bu deneyleri
uygulamak i¢in iki seye ihtiyag vardir.

1. Giivenilir uzunluk standartlari
2. lyi, yiiksek ¢oziiniirliikte PFG fraksiyonlar1 temeldir.
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Sekil 8.30 Iki hibridizasyon probunun kullanilabilir oldugu ve komsu DNA fragmentlerine
bagli oldugu bilinen durumlarda restriksiyon haritasinin olusturulmasi. Bu tip problar
kullanilmaktadir. Ornegin baglant1 klonlarinin yarisinda oldugu gibi.



Kismi bir kesim tarafindan elde edilen veri goriinen DNA bantlarinin uzunlugunu verir.
Ornegin; Eger birisi 400 kb’lik bir bant {izerinde uzandig1 bilinen bir prob kullanilirsa ve onu
1000 kb’lik bir kismi bantta goriirse bu sunu isaret eder: 600 kb’lik bant 400 kb’lik bantin
komgusudur. Daha sonra arastirmaci bu gorevi ispatlamak i¢in 600 kb’lik bdlgeden 6zgiil
problari izole etmeye ¢alisacaktir. Bununla birlikte eger 1000 kb’lik bandin biiyiikliigii yanlis
tahmin edilmisse ve eger 900 kb ise ve o arastirmaci da 600 kb’lik jel bolgesinde prob
bulmaya gittiyse bu yanlig bolge olacaktir. Etkili bir kismi kesim analizinin ikinci sinirlamasi
cok duyarli hibridizasyon protokollerinin olmasidir. Kismi kesimlerdeki DNA parcalarinin
eldesi % 1-10 aras1 olabilir. Bunlarin tespit edilmesi hibridizasyonlarin siradan tek kopyali
DNA hedefleri i¢in ihtiya¢ duyulandan 10-100 kat duyarli olmasi lazimdir. Otoradyografi, bu
nadir kesim enzimleri ile yapilan kismi kesim analizinde 1-2 hafta siirebilir.

HARITALAMAYA YARDIM ETMEK iCIN DNA POLIMORFiZMLERININ ETKILI
KULLANIMI

Farzedelim ki iki farkli DNA probu 800 kb uzunlugunda bir Notl fragmentini tespit etsin.
Ayni fragment {izerinde uzandiklarini veya bunun sadece bir tesadiif olup, onlar1 ¢dziimlemek
icin benzer biiyiikliikte fragmentten tiireyip tiiremediklerini nasil biliriz?

1. Notl fragmentlerini ikinci bir nadir kesim yapan enzimle kesmektir. Eger bir probla
gozlenen bant kisalir ve diger bant aymi kalirsa, onlarin iki farkl fragment olduguna
karar veririz. Eger ikinci kesimden sonra her iki bant da kisalirsa sonug agik degildir.
Bir istisna vardir ki: eger iki grup tarafindan iki farkli uzunlukta bant goriliir ve
onlarin  biiyiiklikklerinin  toplami1  Notl kesiminde goriilen orijinal bantin
biiyiikliigiinden daha biiytikse.

2. Farkli bir hiicre hatlar1 serisinden izole edilen DNA iizerinde iki farkli probun
kullanilmasidir. Pratikte ¢ok farkli karakterde 8 hiicre hatti genellikle yeterlidir. Eger
bu tek bir DNA probu ile yapilirsa genellikle bir veya daha fazla hat 6nemli
derecedeki biiyiikliik farki ve digerlerine gore kesim farki gosterir (sekil 8.31).

EXPLOITING DNA POLYMOEPHISMS TO ASSIST MAPPING

sample

Sekil 8.31 Birkag farkl: hiicre hatlar1 karsilastirildiginda biiyiik restriksiyon fragmentlerindeki
polimorfizm 6rnegi DNA problarinin tekli kopyasiyla goriillmektedir

Bu polimorfizm i¢in bir¢ok potansiyel orijin vardir. Memeli genomlar1 tandem tekrarlarla
doludur ve bunlarin biiyiikliigli bireyden bireye énemli derecede degisir. Cogu nadir kesim
bolgeleri metilasyona duyarlidir. Ozellikle doku kiiltiir hiicreleri hatlarinda oldukca heterojen
bir metilasyon paterni olusur.

Ayrica nadir kesim bdlgelerinde sik genetik polimorfizmler vardir. Bu RFLP’ler olusur,
clinkii bolgeler CpGs igerir ve bunlar potansiyel mutasyon sicak bolgeleri igerir. Harita insa
etmenin amaci i¢in polimorfizm kaynagi hemen hemen 6nemli degildir. Temel fikir sudur:
eger iki farkli prob bir hiicre hatt1 serisi boyunca ayni polimorfizm paternini paylasirsa sebep
ne olursa olsun; onlar hemen hemen daima ayni DNA fragmentinden tliremelidirler.



Polimorfizm kaliplar1 ayrica bitisik fragmentleri baglamaya da yardimci olur (sekil 8.32).
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Sekil 8.32 DNA fragmentlerinin paternleri tizerinde polimorfik restriksiyon bolgesinin etkisi.
Bu bolge bitisik olan iki prob ile goriilmekte

Burada birisi yaygin bir polimorfik bolgeyi paylasan iki farkli DNA fragmenti i¢in problara
sahiptirler. Tipik bir durumda bu bolge bazi hiicre hatlarinda kesilir, bazilarinda kismen
kesilir, bazilarinda ise hi¢ kesilmez. Iki prob tarafindan gériilen bant kaliplar1 hiicre hatlar
serisi boyunca dogru bir sekilde korele edilir. Ayrica birisi baz1 hiicrelerde bir bant goriiliir ki,
bu digerlerinde goriilen iki fragment uzunlugu toplamidir. Bu iki probun komsu bantlari
tanidiklarinin bir delilidir. Kii¢iik bir bolgede ¢oklu polimorfizmlerin oldugu daha kompleks
durumlar mevcuttur. Bunu analiz etmek c¢ok zordur. Gergekte boyle bolgeler hi¢ de nadir
degildir.

KUCUK FRAGMENTLERI HARITAYA YERLESTIRME

Bugiine kadar olusturulan ¢ogu makrorestriksiyon haritalarinda bazen ¢ok kiigiik restriksiyon
fragmentleri kaybolu. Bu fragmentler haritaya cok az deger katarlar. Ve eger bir sonraki iste
bir bolge c¢ok ince bir sekilde haritalanir ve diizenli bir klon bankasina doniistiiriiliirse,
eksikligini gosterir.

Kiictik fragmentleri belirlemenin alternatif bir yaklagimi PCR kullanmaktir. Destekleyiciler
(alg1 gibi) restriksiyon enzimi ile yaratilan yapiskan uglara yapistirilir. Destekleyicile i¢in
O0zgill primerler ardindan PCR amplifikazyonu i¢in kullanilirlar. Tipik PCR
amplifikasyonlarinda ki sinirh biiyiikliik arali§i g6z oniine alinirsa higbir makrarestriksiyon



fragmenti amplife edilemez. PCR iriinleri kesimle olusturulan kiigiik restriksiyon
fragmentlerinden ibarettir. Bunlar biiytikliiklerine gore ayrilabilir ve bireysel olarak yukarida
anlatildigr gibi kismi bir kesimi belirlemek i¢in kullanilabilir. Amag, makrorestriksiyon
haritasi tizerindeki kii¢iik fragmentlerin pozisyonunu belirlemektir.
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Sekil 8.33 Makrorestriksiyon haritasi tizerinde kiigilk DNA fragmentlerinin yerlesimi

FiZIKSEL HARITANIN UCLARINA ULASMAK:
TELOMERLERI KLONLAMAK:

Telomerlere yakin klonlar kismi kesimler i¢in oldukc¢a faydali proplardir. Sonug¢ olarak
telomerler tanima gore biitiin lineer kromozom haritalarinin uglaridir. Ve onlar bir genetik
veya fiziksel haritanin geri kalan kismina baglanmayincaya kadar hi¢ kimse bir haritanin
gercekten tam oldugunu sOyleyemez. Gergek telomerleri plazmidlerde, bakteriyofajlarda ve
kozmit kiitiiphanelerde bulunmasi beklenmez. Bunu iki agiklamasi vardir:

1. Basit bir telomer tekrar dizisinin yapist normal bir dubleks veya tek zincirli loop’tan
ziyade bir sac tokasi yapisi igerir. Bu sa¢ tokasit siradan DNA klonlanmasi i¢in
kullanilan sartlar altinda oldukga kararlidir. Bu kosullar altinda birlesme olmaz. Ve
bdylece telomerlerin klonlanamayacag1 diisiiniiliir.

2. Basit tandem tekrarlart tipik klonlama vektorleri iginde ¢ok kararli degildir. Onlar
rekombinasyonla kolayca kaybolur. 10-30 kb’lik basit insan telomerik tekrar1 hemen
hemen kesinlikle tipik bakteriyal klonlama suslarinda kararli degildir. Basit tekrarlarin
distalinde bulunan dizilerin kendisi orta biiyiikliikte tandem tekrarlarca zengindir. Ve
boyle dizilerin tim bloklar1 tekrarlanir. Bdylece bu bolgeler E.Coli de oldukga
kararsizdirlar. Biitiin bunlardan dolay1 telomerlerin geleneksel kiitiiphanelerde bulma
tesebbiisleri basarisizlikla sonuglanmistir.

Bu problemi asmak i¢in ve memeli telomerik DNAsin1 bulmak i¢in alti aragtirma grubu
S.Ceravisiae’ da bu dizileri segici olarak klonlama yontemleri gelistirdiler. Mayada klonlanan
standart klonlama vektorii YAC’dir. Telomerlerin kromozom fonksiyonunda anahtar
elementler olmasi ve 6zelliklerinin ¢ogu tiirlerde korunmus olmasinan dolay1 su diistiniliir:
bir memeli telomeri bir mayanin telomerine ve baglantili dizilerine benzer olmamasina
ragmen mayada da fonksiyon gorebilir. Bu fikri test etmek i¢in yarim YAC’lar1 klonlama
vektorii olarak kullandilar. Yarim YAC’lar mayada kararl tiirler olarak yasamak i¢in diger
telomer iceren DNA fragmentlerine baglanmak zorunda idiler.
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Toplam genomik insan DNA’s1 E. coR1 ile kesildi. Reaksiyon karisimi diliie edildi ve ligaz
eklendi. Biitiin E. coR1 DNA fragmentleri iki tane yapiskan uca sahiptir. Bunlar ligasyon
yapabilirler ve diisiik konsantrasyonlarda primer ligasyon {iriinleri intramolekiiler ¢cember



olabilirler (sigrayan kiitiiphanelerde oldugu gibi). Ligasyonla yapigskan uglarin1 kaybetmeyen
tek fragment telomerlerdir ve bunlar sadece bir yapiskan uca sahip olup ¢emberlesemezler.
Cok kiigiik E. coR1 fragmentleri yeterlice biikiilemedigi i¢in bir ¢ember olusturamazlar. Bu
ligasyon yontemiyle telomerik olmayan restriksiyon fragmentlerinin ¢ofu segici olarak
elimine edilir ve pratikte 10"lik bir telomerik restriksiyon fragmenti zenginlestirmesi
olusturur.
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YAC human DNA 0 1Kb
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of the chromosome region  repeat island repeating
sequence

BUYUK DNA FRAGMENTLERINI YAPAY KROMOZOMLAR OLARAK KLONLAMA

Hem maya hem de bakteriyel biiylik fragment klonlama sistemleri gelistirildi. YAC’lar E.
Coli’de biiyiiyen kiigiik plazmidler klonlanarak yapildi (sekil 8.36). YAC vektorlerin her iki
ucunda telomer dizisine sahip bir

e Sentromer dizisi

e DNA replikasyon orijini

e Vektoriin her bir kolonda segici markirlar vardir.

Biiytik fragmentler YAC i her iki kolunun arasinda olusan ¢oklu klonlama bélgesinden
klonlanirlar. Bunun anlami plazmid hem klonlama bolgesinde hem de birlesen telomer
dizilerinin arasindaki bolgeden kesilir. Sonugta vektor kollar1 iki plazmid arasinda bdliiniir.
Vektor kollar1 E. coR1 gibi bir restriksiyon enzimiyle kismen kesilmis yiiksek molekiil
agirlikli DNA’ya ligasyon edilebilir. Rekombinant DNA’lar kimyasal olarak muamele
gormiis s. Scerevisiae’ye sunulur. Kimyasal muamele onlarin DNA’y1 almasini saglar.
Yaklagik 1 mB biiytikliigiinde YAC’lar yaratilmistir. Biiylik bakteriyel kullanma sistemleri E.
Coli’nin 1iyi karakterize edilmis bagimsiz bir sekilde replike olan ekstra kromozomal DNA
elementlerine dayanir.



restriction site

v

tel tel

tel ori  selq cen sels on tel
YAC < ——t—+—+— >
vector

N / plasmid

P1 yapay kromozomlar (PACs) P1 bakteriyofaji i¢in vektor sekanslarini kullanirlar. Oysa
bakteriyel yapay kromozomlar (BACs) iireme (F) faktoriine dayanir (sekil 8.37). Pl
bakteriyofaji ekstra kromozomal, diisiik kopyali plazmid ve yiiksek kopyali litik faj gibi
replike olurlar. PAC’larda litik replikonun indiiklenmesi biiyiik miktardaki PAC DNA’nin
sentez edilebildigini garanti etmektedir. Hem P1 bakteriyofaji hem de F-faktor genomlar1 100
kb biiytlikliigiinde oldugu halde bu genomun sadece kiiciik bir pargasi temel fonksiyonlar i¢in
klonlanir ve klonlama i¢in temizlenebilir.

E. coli DNA’simnin 2.5 mB’a kadar olan kisminin F-plazmidler icin de kararli bir sekilde
korundugu bilinmektedir. Baslangic olarak PAC’lar etkili transfeksiyon sistemlerinin
rekombinant DNA’y1 hiicre i¢ine sokmak i¢in gelistirilmisti. Bu rekombinant DNA
biiytikligiinii yaklagik 100 kb’ye kadar simirlamistir. Boylelikle bakteriyofaj partikiillerinin
icine paketlenebileceklerdi. Daha sonra 250 kb’ye kadar olan PAC DNA’lan elektroporasyon
kullanilarak hiicre i¢ine sokuldu. Lineer DNA molekiilleri olan YAC’lardan farkli olarak
PAC’lar ve BAC’lar E. Coli’de kararli olmasi i¢in ¢embersel olmalilar. DNA ligaz tarafindan
in-vitro sirkiilasyonun verimliligi molekiiliin biiyiikliigiiyle azalmaktadir. Bu nedenden dolay1
PAC ve BAC sistemleri cre-rekombinans olarak adlandirilan P1 kodlayan bolge spesifik
rekombinasyon enziminin avantaj saglanmasi i¢in gerceklestirilmistir. Bu enzim, iki loxP
bolgelerinin rekombinasyonunda yardimci olur. Cre yardimli rekombinasyon her iki ugta da
loxP iceren bir DNA fragmentini ¢embersel hale getirir. Cre enzimler gibi genleri belirten
proteinler BAC ve PAC vektor sekanslarin1 minimize etmek ve bagimsiz gen ekspreyonuna
izin vermek i¢in harekete gegerler. Bakteriyel tabanli PAC ve BAC klonlama sistemlerinin
isleyisi YAC sistemlerinden daha kolaydir. Clinkii daha az diizenlemeye gerek vardir ve klon
DNA’sinin manipiilasyonu daha kolaydir (sekil 8.37).

|| —8act



OPTIKSEL HARITALAMA

Bu metod YAC klonlara, bakteriyofajlara ve dogal maya kromozomlara basariyla
uygulanmigtir. Son zamanlarda bu yar1 otomatik hale getirilmistir ve daha biiyilk DNA’lar
icin genisletilmigtir. Optiksel haritalanan DNA molekiilleri poly-L-lizin tiirevleriyle kapli cam
ylizeyler iizerine tutunmasiyla fikse edilmesi gibi hassas bir sekilde akitilmasi ile uzatilir.
Restriksiyon enzim kesimi fiske edilmis molekiilleri parcalamak icin kullanilir. Gerilmis
zincirin kiigiik bir pargasi her bir kesim noktasinda genisletilir. Bu bir boslugu uzaklastirir ki,
bu bosluk DNA 0Orneklerinin boyanmasindan sonra floresan mikroskobuyla goriilebilir.
Gortinen her bir fragmentin dis hat biiytikliigii onun biiytikliigiinii belirtir. Bununla beraber bu
metodun ¢ok Onemli bir O6zelligi de fragmentlerin organizasyon paternleri baslangi¢
fiksasyonu ile stirdiiriiliir (korunur) ve boylece fragmentlerin sirasi hemen bilinir. Ciinkii bu
tekli molekiil metodudur. Bu metot, herhangi bir 6rnek heterojenitesi ile etkili bir sekilde
ilgilenebilir. Yeterli sayidaki molekiile bakildigi takdirde ornek igindeki tiirlerin her bir
sinifinin biitlin haritasi olusturulabilir.

ASAGIDAN YUKARIYA KUTUPHANE SIRALAMASI

Bottom-up mapping: Bu yaklasim kromozomun her biri klonlanmis ve siralanmis kiigiik
parcalara ayrilmasini icerir. Siralanmis fragmentler bitisik DNA bloklar1 ( contigler ) olusturur.
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Arrayed Library

Olusan klon kiitliphanesi boyut olarak 10000 bg¢- 1 mb arasinda ¢esitlilik gosterir. Bu
yaklasimin bir avantaji bu stabil klonlarin diger arastiricilar tarafindan ulagilabilir olmasidir.
Contig olusumu kromozomal bantlardaki 6zgiil bolgelere kozmidlerin yerlestirildigi FISH ile
dogrulanur.

Contig haritalar, biitiin bir kromozomal segmentin bitisik kiiclik klonlarmi igeren linked
kiitiiphanelerden olusur. Kiiclik bir alanda yerlesmis genleri bulmak i¢in kullanish iken genis
kromozom segmentlerine yayilmis olan genler icin zor bir segenektir. Cilinkii her bolge
klonlanamaz. DNA prob teknikleri bosluklar1 doldurmak i¢in kullanilabilir ama zaman alic1 bir
yontemlerdir.
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Fig. 10. Types of Genome Maps.

Istatistik degerlendirmeler metoda gore secilmelidir: Linkaj analizi i¢in; LOD Skor (Logaritm
of Odds Ratio) analizi uygulanir. LOD Skor: Linkaj saptanmasi olasiliginin linkaj gézlenmemesi
olasiligina oraninin logaritmik degerde ifade bi¢cimidir. Baska bir deyisle aranilan genin, test edilen
kromozom lokusunda olmasi olasiligiin ilgili lokusta bulunmamasi olasiligina oranidir. Sonugcta
¢ikan deger arttikga lokalizasyonun saptanmasi olasili1 da artacaktir. Ornegin bu deger 5 gibi bir
say1 ¢ikarsa aranilan genin test edilen kromozom lokusundan segilen marker’a baglanti1 gostermesi
olasilig1 baglanti olmamasi olasiligindan 105 kez (100.000 kez) daha fazla olacaktir. Negatif
degerler de lokustan uzaklasildiginin gostergesidir. LOD Skor = 3 ve iistii olan degerler baglantiy1
desteklemesi agisindan anlamli kabul edilirken 2 ve giderek negatiflesen degerler ise kesin olarak
baglant1 yoklugunu destekler. Aradaki degerler yoruma agiktir. Lokusun ispatlanabilmesi i¢in bir
dizi farklh islem yapilmasi gerekebilir (aile ve Ornek sayilarmin arttirilmasi, genomun diger
bolgelerinin aragtirilmasi vs. gibi). Burada 6nemle belirtilmesi gereken nokta bu analizde sonugta
bulunan bir olasilik degeridir ve saptanan lokus hakiki lokus olmayabilir. Nitelikten sorumlu ilgili
gen ve gen i¢ci mutasyon gosterilinceye kadar lokus informas-yonu yaniltici olabilir.

Fiziksel ya da molekiiler haritalar, genomik DNA'nin klonlanmis pargalarinin
diizenlenmesiyle olusturulurlar ve baz ¢ifti sayilarima gore ayarlanmiglardir. Genetik haritadan
farki burada direkt olarak DNA’y1 olusturan bazlarin sirasi belirlenmistir. Boylelikle genlerin
fiziksel yapilar1 kesin olarak ortaya konabilmektedir. Haritalama projelerinin en son asamadaki
amaci1 olan fiziksel harita en yiiksek rezoliisyona sahiptir. Diger yandan, dkaryotik genomun ¢ok
kiiclik bir yiizdesi ifade olundugu i¢in, bazi fiziksel haritalama yontemleri, sadece trankripsiyonun
gerceklestigi dizilerin tanimlanmasina yonelmistir. Genetik haritada oldugu gibi insan genomunun
fiziksel haritasi da 24 farkli kromozom i¢in olusturulur. Farkli kromozomlar ig¢in baglantili
polimorfik marker gruplarini gosteren genetik haritalarin tersine, farkli tiplerde fiziksel haritalar
olusturmak miimkiindiir.

Fiziksel haritalamanin en son hedefi DNA baz dizisinin ¢ikarilmasidir. Ancak genis DNA
bolgelerinin dizi analizinin yapilmasi teknik agidan gii¢ oldugu i¢in haritalamada ¢oziiniirligi 1
Mb'dan daha aza indiren iki ana yontem gelistirilmistir. Bu yontemler kullanilarak “Restriksiyon
Haritalama” ve dogal olarak uzatilmis ya da yapay olarak uzatilmis kromatin ya da DNA
fiberlerinde yiiksek ¢oziintirliiklii FISH dir.

Rekombinant gen teknolojisindeki son gelismelerle birlikte genomik DNA pargalarinin
klonlanmas1 ve karakterizasyonuyla detayli bir gen haritas1 elde etmek miimkiin hale gelmistir.
Sonugta da sadece gen yapisi hakkinda bir kaynak olmakla kalmayan ayn1 zamanda genomda dizi
organizasyonu, gen ve genomlarin evrimi hakkinda da son derece degerli bir kaynak olan tiim bir




genomun DNA dizisinin elde edilmesi mimkiindiir. Giiniimiizde, pek¢ok model organizmanin
ornegin; bakteri, S.cerevisiae, C.elegans, D.melanogaster, F.rubripes, D.rerio, insan gibi
organizmalarin genetik ve fiziksel haritalarin1 ¢ikararak sonugta, tiim genom dizilerinin
saptanmasini amaglayan ¢ok yogun bir sekilde devam eden bir uluslararasi igbirligi stirmektedir ve
bu model organizmalarin bazilarinin tim genom dizi analizi tamamlanmigtir. Genomlarin
haritalanmasi, analizi ve dizi analizi ile ilgili disipline “genomiks,, ad1 verilmistir.

Tiim diinyada binlerce bilim adaminin yaklasik 15 yil sliren g¢abalart sonucunda insan
DNA'sinin hemen hemen tamamlanmis nukleotid dizisi yani haritasi ortaya g¢ikmustir. Gen
haritalar1 sayesinde bitki ve hayvan fireticileri genetik olarak iyilestirilmis kalitede {iretim
yapabilirken, insan genom haritasinin ¢ikarilmasi acisindan bakildiginda, biyokimyasal temeli
bilinmeyen genetik hastaliklara neden olan genlerin 6zgiil bir kromozom ya da kromozom banti
lizerine haritalanmasi, soyagaclari iizerinde bir marker ile olan baglantisina dayanarak bu genin
izinin silirtilmesi (gene tracking), hastaligin tedavi edilmesi, insan irklarinin evrimleri ve irklarin
diinya {lizerinde go¢ yollarinin ¢ikarilmasi miimkiin olacaktir.
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