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Rekombinant DNA teknolojisi
« Tanimlar ve temel basamaklari
» Restriksiyon ve Ligaz Enzimleri
» Vektorler
» Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR)

e Klonlanmig DNA analizi
» DNA Sekans Analizi
» Restirksiyon Analizi
 Jel Elektroforezi

¢ Rekombinant teknolojinin uygulamalari




Ornek Ref (lar)/

# | Bashk Notlar Sunacak Kisi
Bélgesel Yonlendirilmis Mutasyon (Site-Directed
1 Mutagenesis) Dicle
Homolog Rekombinasyon Yontemi ile gen
2 aktarimi
3 | DNA modifying enzymes/DNA binding proteins Zeynep
Transpozonlarin DNA manipilasyonlarinda
4 kullanimi Handan
5 | P1 transdiiksiyon yontemi ile gen silinmesi
6 | Southern Blotting
7 | Northern Blotting Bakiye
8 | DNA mikrodizinleme (Microarray) . Nursen
Burasi igin web
Kimyasal uygulama ve elektroporasyon ile sayfasinda
bakterilerde transformasyon, Transformasyon bilgi olacak
9 icin Yetkin Hucrelerin (Bakteri) Hazirlanmasi Hande
10 | DNA saflastirma
11 | Total RNA izolasyonu
12 | PCR optimizasyonu ve PCR gesitleri
13 | DNA saklama kosullari ve miktar belirleme
14 | Molekiler Tanimlama
15 | DNA tamir mekanizmalari Burcu S
16 | Floresansla etkinlesmis hiicre tasnifleyicisi (FACS) Gokee Kaynak
17 | PCR icin oligonlkleotid (primer) tasarimi
18 | DNA jel elektroforezi, RE ile kesme Burcu Giiven

Derse hi¢ gelmedi ???

Tanimlar

13 Kasim icin
Sunum
Konulariniz

* Max 8 dk, 10 slide
* Rapor yok

* Slide’lar bana
email, 12 Kasim,
17:00 SON.

* Referanslara
dikkat, en sonda
degil, slide iginde !

* Final i¢in 3 sinav
sorusu ve cevabl da
email.

* 2012 basimi 1
makaleden dérnek.

* Sinif sizi
degerlendirecek,
soru soracak.

* 1. Ara sinav yerine
sayilacak

Klon: Genetik olarak birbirinin ayni hicreler grubu

Gen klonlama: Bir genin kopyalarinin olusturulmasi

« Ana gen ile ayni (wild-type)
o Ana genden farkli (mutant)

Rekombinant DNA: Farkli DNA pargalarinin birlestiriimesi

Rekombinant DNA (rDNA) Teknolojisi: Rekombinant DNA
molekullerinin bir konak hlcreye aktarilarak gogalmalarini
(“klonlama”) saglayan bir dizi islemi kapsayan teknoloji.




Molekller Klonlama (Gen Klonlama)
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Sekildeki
“DNA
parcasi”
bir gen ise,
“gen
klonlama”

(K6k hiicre
teknolojisi
yardimiyla) Daha
kompleks canli-
larin klonlamasi
ayri bir konu.

Tup bebek ikizleri
de klon aslinda...

rDNA icin temel basamaklar

Doku yada hiicreden DNA izole edilir; PCR ve/veya
Restriksiyon Enzimleri kullanilarak spesifik DNA

parcalar elde edilir.

Bu parcalar, tasiyict DNA (vektor) ile birlestirilir

(rDNA)

rDNA molekill, ¢ogaltilmak Gzere konak hlcreye

aktarilir.

Klonlar izole edilir
ve analizlenir.
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® @ ;. * DNA dokulardan,
o ‘. genomik veya
DNA ayristirma SHMA b plazmid DNA’dan
e ———

B saflastirilabilir.
kionlanacak

g e e ——————
O » veya mRNA’dan
BIRINCI PL!MER, TERS cDNA elde edilebilir.

1 TRANSKRIPTAZ VE
IPLIKLER AYRILIR VE DEOKSIRIBONUKLEOTID
PRIMER EKLENIR TRIFOSFATLAR EKLENIR
\ DNA

klonlanacak DNA dizisi

_2-—;\'  Her iki durumda da,
RANA miktarin vektor ile

IPLIKLER AYRILIR VE i i
IKINCI Pth:gR ‘FhI(LENlR b|r|e§t|rmeye

b ‘_____———‘—\
§ M o | yetmesi icin DNA
- - S PCR ile cogaltilabilir.

PCR ILE COGALTMA

PCR ILE C:)GALTMA
: * Plazmid DNA’da
ise, DNA miktari
yeterli olabilir, PCR’a

it gerek olmayabilir.

klonlari

genomik
klonlar

(A) (B)

e Cell, 2008.

Yeterli miktar DNA elde edildikten sonra,

Restriksiyon Enzimleri (RE) ile kesilir.

* RE enzimleri DNA'yi
4 - 12 sayida
nikleotid dizisini
spesifik olarak
taniyip keser.

Bu kesim isleminde
bazi enzimler kit
uclu DNA parcalari
olustururken,

bazilari da yapiskan
uclu DNA parcalari
olustururlar.

Ref: Dr. M.



Restriksiyon Enzimi DNA'nin spesifik bélgesine baglanir.

Fig. Pearson Education Inc., 2009

Bazi RE ornekleri

Enzyme Recognition, Cleavage pattern Source
cleavage sequence
¥
EcoRI || ‘???TT?‘ || —_— || I(,? AATT?‘ || Escherichia coli R
mhambenle C-T-T-A-A-G st shmbele C-T-T-A-A Ge=== .
. t » Bugiin 200 den fazla RE
A-AGC-T-T A A-G-C-T-T
Hing (| TR — | |||  Haemophilus influenzae Rd (bknz www.neb.com)
semtsle T.T.C-G-A-A st st T.T-C-G-A A==
4 P
derree . cnroe » Genelde spesifik DNA
TP re T Bt anE . : : An
Bamhl A d A LT e NGt e el dizisi tanir, ve genelde bu
4 .. . 0 as
f diziler palindromiktir
T-C-G-A: T C-G-A
I et R it Thermus aquaticus (tersten okuyunca ayni).
AGC-T! == A-G-C T et
t
{ + Bakteri tiirline spesifik &
AGC-T AG C-T
A Sk Arthobacter luteus q
ToeA Lllre Grarelk savunma mekanizmasi
U
G-G-C-C G-G c-c
Haelll Wéé{; (LW —_— mé é (; ém Haemophilus aegypticus
t
U
T-GG-CC-A T-G-G C-C-A
Bal o ypiiiiib ==t S Brevibacterium albidum
shembenle A C-C-G-G-T shans mhtes A-C-C G-G- Tl
4
¥
TS T T T G-AT-C
Sau3Al 1111 i i i i 1] i 1] || Staphylococcus aureus 3A
C-T-AG! C-T-A-G s . . 10
} Fig. Pearson Education Inc., 2009




HindIII
+

HindIII BamHI BamHI

DNA belirli RE ile
belirli sekilde kesilir
(Fig b) ve jel
elektroforezinde
kontrol edilir (Fig a).

(®) HindIl

BamHI BamHI

Q 1.8 28 31 4.0 kb

[«———1.8——|«—1.0 —>|«—<—09 —| kb

Ref: Alberts et al., Molecular Biology of the Cell, 2008.

DNA Ligaz enzimi ile DNA parcalari birlestirilir
kit uclu veya yapiskan uclu olabilir).

TITEMATTETTT

C-T-T

Cleavage with EcoRI

5’ G
!
gLl rraa

Cleavage with EcoRI

Fragments with
complementary tails

AATTCqpd
Gl 5
|

Fig. Pearson Education Inc., 2009
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Annealing allows recombinant

DNA molecules to form by
complementary base pairing. The

two strands are not covalently bonded
as indicated by shaded gaps

DNA ligase seals the gaps,
covalently bonding the
two strands




DNA ligaz karsilikli gelen uclari eslesme oldugu strece
birlestirebilir.

-G
—-CCTAG

BglII -A
—~TCTAG

Sonuc —GGATCT- | Artik palindromik

—-CCTAGA- degil, BamHI veya
Bglll kesemez !

Vektorler : DNA parcalarinin tasiyicisi

« Kendini bagimsiz olarak replike edebilmelidir.

« Bir bolgesinde bircok RE igin tek kirllma
noktasina sahip olmalidir ki, bu noktadan RE ile
kesip yabanci DNA parcasi ile birlessin.

« Uzerinde secilebilir bir belirleyici (selection
marker) tasimalidir. Bu sayede yabanci DNA'yi
tasiyan konakgi hicreler ayirt edilebilir.

« Konakcidan kolayca izole edilebilir olmaldir.




Vektorler

> Plazmid klonlama vektorleri

» Lambda ve M13 bakteriyofaj
vektorleri

> Kozmid vektorler

> Mekik vektorler

> BAC (Bacterial artifical chromosomes)
> YAC (Yeast artificial chromosomes)

Plazmidler

> Plasmidler bakterilerde
kromozom digi DNA
molekdudlleridir.

> Plasmidler dairesel ve cift-
sarmal yapidadir.

> Restriksiyon enzimleri ile kesilip
yabanci DNA pargasi (<20kb)
eklenerek rekombinant
plazmidler elde edilebilir.

Ref: Alberts et al., Molecular Biology of the Cell, 2008.

O Seal gag

cal gaps in chimeric
plasmicl with DNA Tigase

@ 2005 Brooks/Cole - Thomson

Amp"©
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4361bp




pUC1Y cloning vector
Sall
Hincll
FeoRT  Kpnl  BamHI  Accll Psil  HindIIl
v L v v v v
o o s | Polilinker: kesim
4 ¥ . . L
Sacl  Xmal  Xbal BspMI  Sphl alanlan
Smal

lacz+ Rultips cloning sits (Polylinker)
B
gen — .'m'e-.\i
VT

ot E s
RN /
L zoson kb

s Origin dizisi
Amfisilin diren B
sen ori = Origin of replication sequence
amp® = Ampicillin resistance gene
IncZ* = Part of -galactosidase gene

Ref: Dr. M. Erayman ders notlari.

Fig. Pearson Education Inc., 2009




DNA to be cloned DNA insertion
cut with same disrupts
Polylinker restriction enzyme lacZ gene
\ |

— ki > - g 7
lacz lacZ lacZ ou lacZ lacZ
gene gene gene

j gene gene

Ampicillin Ampicillin Ampicillin
resistance resistance resistance
/ / #

pUC18 plasmid Polylinker cut Recombinant plasmid
Intact JacZ gene with restriction enzyme cannot metabolize Xgal
can metabolize Xgal and will form white colony
and will form blue colony

Fig. Pearson Education Inc., 2009

Lambda (A\) ve M13 Bakteriyofaj Vektorleri

Bir E.coli virGsudur,

DNA’sI 48,5 kb'dir,

Dogrusal A kromozomunun
merkezi bolgesi RE ile kesilir
ve yabanci DNA yerlestirilir.
Klonlanacak DNA ile
Lambda DNA’s birlestirilir

ve protein kilif icinde
paketlenir.

Bu virls bakteri hiicrelerine
girerek kendini cogaltir.

10-15 kb’lik klon DNA
Uretilebilir.

Ref: Dr. M. Erayman ders notlari.




Lambda Bakteriyofaj Vektorleri

Central gene cluster

Lambda phage

/

Lambda DNA molecule

Central gene cluster
Central region removed by
restriction enzyme digestion
o —
Lambda arms

Insertion and ligation of foreign DNA

* In vitro packaging

Recombinant viral particle
carrying foreign insert able to
infect bacterial host cell and
replicate to form plaques

21
[gfs} Pearson Education Inc., 2009

Kozmid Vektorler

Lambda ile plazmit kromozomlarinin birlestirilmesiyle elde edilmistir.
Dogalyollarla meydana gelmezler. Daireseldir.

Artibiyotik direnc geniicerirler. (amp®)

Orijin (ori) bolgesi bulunur.

Kesim enzimleriicin bir bélge bulunur.

Lambda fajinin, faj protein kilifina paketlenmesi icin gerekli olan cos dizileri
icerirler.

Yabanci DNA'yibulunduran kozmitler lambda protein basi icine paketlenir ve
enfekte edici faj parcaciklari olusur. Cloning sites

50 kb'lik DNA tagiyabilirler. 7
R i

anmp .\/

{

l—ms site

Ref: Dr. M. Erayman ders notlari.
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Mekik (Shuttle) Vektorler

> Birden fazla konakel hucrede replike olabilir (6r. hem
maya hem bakteri).

> Kendiliginden replike olur veya konakei replike olunca
kendini cogaltabilir.

> Bir organizmadan digerine genleri tasimak icin yaygin
olarak kullanilir.

* Ornegin;

* Ates boceginin
luciferase geni
plazmide
yerlestirilir ve _
Agrobacterium’a C
aktarilir.

Agrobacterium’da

cogaltilir ve tltini

enfekte ederek gen Y
aktarim islemi

et with
Agrodcrenivn htto: fow. hall fookbi

ta ma m E a n m ‘5 Ol UI’. : 3 fmedialiby/media_port foliz/23 htmi
| — .

Eenome

Ref: Dr. M. Erayman ders notlari.



Bakteri Yapay Kromozomlari
Bacterial Artifical Chromosomes (BAC)

> 100-500 kb DNA tasiyabilir !

> Antibiyotik direnc geni, RE bélgeleri, F faktér genlerini
icermektedir.

> Genom sekanslama
projeleri'icin uygundur.

pBAC 108L
Chloramphenicol
resistance

Fig. Pearson Education Inc., 2009

Ekspresyon Vekiorleri

> Promotér bolgesi
bulunan vektorlerdir
(plazmid, mekik, vs
olabilir).
1 origin >
| B /aco
> Bir proteini yuksek / T7 promoter
miktarda Gretmek icin
kullanilir. Ampicillin
resistance

gene
PET 5.4 Kb

Fig. Pearson Education Inc., 2009
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Maya Yapay Kromozomlari
Yeast Artificial Chromosomes (YAC)

Kendine ait sentromer ve her iki ugta telomerlerin
bulunmasi kromozom 6zelligi katmaktadir

Kendini replike eden sekansa (ARS: Autonomously
Replicating Sequence) sahip oldugundan replike olur

Secici maya genleri icerir

RE kesim bdlgesi bulunur

1 Mb DNA tasiyabilir !

Maya hicresinde ¢cogalabilir

insan Genom Projesinde kullanilmistir

CEN4

SnaBI
SUPA
TRP1
pYAC3
CEN4 = centromere URA3
TEL =telomere
ori = origin of replication
TRP1
SUP4 selectable markers

URA3 BamHI BamHI

Cleave with
BamHI and SnaBI

SnaBI o 7 SnaBlI

«n  msmom Wma e

Left arm Right arm

Insert
DNA
(> 100 kb)

Cﬂ_ori-i h- —»

TEL TRP1  CEN4 Insert URA3 TEL
DNA

Fig. Pearson Education Inc., 2009




Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR)
Polymerase Chain Reaction (PCR)

> 1984: Mullis ve arkadaslarinin kesfi, daha sonra Nobel 6dil{
> ng mertebesinde DNA’y1 >108kat cogaltir

> Sicakhga dayanikli (thermostable) DNA polimeraz (Taq, Vent,
Pfu, vs.), gene 6zgu oligonUkleotidler (primer) ve dNTP’ler ve
tampon gereklidir.

[T
+DNA polymerase DNA
HEATTO +dATP SYNTHESIS
0
s SEPARATE Hg“",g:ﬁgg" +dGTP FROM
double-stranded, STRANDS +dCTP PRIMERS
DNA \ +dTTP
S G
[ —-
STEP 1 STEP 2 STEP3
FIRST CYCLE

Figure 8-45a Molecular Biology of the Cell 5/e (© Garland Science 2008)

Temel 3 agama 30-35 dongti (cycle) tekrarlanir:

1.Denatiirasyon (90-95°C): Dubleks DNA"nin (cift iplikgikli DNA) yliksek sicakhkta
tek iplikgiklere ayrilmasi

2.Hibridizasyon (Annealing) (50-70 °C) : Primerlerin uygun sicaklikta hedef
DNA‘ya baglanmasi.

3.Amplifikasyon (Extension) (70-75 °C) : DNA polimeraz ile primerin 3'OH grubuna
nukleotitlerin eklenerek DNA’nin uzatiimasi.

30

15



T

Cycle 2

3" DNAto be ST T
5 amplified 3l

5T 3
G * gl L LU L)) , Steps 1 and 2
RRRRRARERERRRRARRRRRRRRRRRERS Denature and
3 Step 1 5/ anneal new
Denature DNA TITTT T T T TTTTTITTT primars
gl LU L 6 grallllll g

5" 3
* bbbl L LLLLLLLLLLLL 5

, ’
5IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII 3

Q'LS’Stepz
F 3

TTTIrT Anneal primers

0 o I O o o O O o ’ ’

3 5 5

5" 3 — Primers—

3
5 5 Step 3
3 Extend primers
5’ Step 3
: 3’ Extend primers 3’ | — 5

S'Tn—[—[—n 3’

5 (praduct of the WLl i
first cycle 3 5 (p of the
doubles the second cycle is
number of four new DNA
DNA molecules) molecules)

25 cycles increase DNA copies by > 108

N déngii sonrasinda 2n+1

Fig. Pearson Education Inc., 2009

A Thermal Cycler

Ornek Protokol

Component Volume (pl)  Final Concentration
TharmaPal Reaction Buffer (10X) 5 pl 1xX
Decxynuclectide Solution Mix (10 mM} 1wl 200 uM
Upstream Primer (10 pM stock) 0.5-2.5 pl 0.1-0.5 uM
Downstream Primer {10 pM stock) 0.5-2.5 pl 0.1-0.5 pM
DNA Template determined
by user
Went DNA Palymerase® 0.1-0.5 pl 0.2-1.0 units
MgS0, determined 1-6 mM
by user
Nuclease free water Bring reacticn to a final valume of 50 pl
Initizl Denaturation 83%C 2-3 minutes
93°C 15-30 seconds
20-30 Cycles 53-83°C 15-30 seconds
72eC 1 minute per 1000 bass pairs
Final Extension 725C 3 minutes
www.neb.com Storage 4°C o0




