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DNA vardir. Tum canlilar onun sayesinde protein
dretir, buydr ve cogalir.
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hiicreyi ya da organizmay! olusturmak icin gerekli tim bilgileri Po—tom L A
icerir. Diger pek cok iletisim sisteminae olaugu gibi bu bilgiler '. ' .-:%Hq koful
de kodlanmis olarak tasinir. DNA'nin ~ yapi taslari nikleotid denilen S E we——m—— Nip) gekirdekeik ____ mikroflament
molekiillerdir. Nikleotidler tic béliimden olusur: Bir fosfat grubu, ‘%# 2 L ek ke o el
bes karbonu bulunan bir seker ve bir organik baz (adenin, guanin, Sitozin ya aa timin). PG Sl zan
Niikleotidin seker parcasindaki karbonlar, baz ve fosfat gruplarinin baglanmasi icin gereklidir. — =2 o
Bu sekerin 1' numarali karbonu baz molekilijyle, 5' ucundaki grubuysa fosfatla badlanir. Boylece olusan Lia o oo L, |
nlikleotidler birbirleriyle ézel bir sekilde birleserek, poliniikleotid zincirlerini olustururlar. Bu birlesmede her i o ' - sentriyol
zaman ilk nukleotidin sekerinin 3" grubuyla, buna eklenecek nikleotidin 5" ucunda bulunan fosfat grubu % S ’\\ \ RS R e itokond
@ birlesir. Bu nedenle polintikleotid zincirleri belli bir yéne sahip olur (5' dan 3" a dogru). DNA molekiili, iki o 5‘”___ / P o
\ ) poliniikleotid zincirinin birbirine sariimasiyla olusur. Seker ve fosfattan olusan iskelet bu ikili sarmalin dis = IR ] _ 228
B bolimind olustururken, baziar da sarmalin i¢ bélgesinde birbirleriyle karsilikli olarak birlesirler. Bu baz -3 . S
A 2 ciftleri, sarmalda birbiri Uzerine gelen paralel diizlemler olustururiar. Sarmali olusturan poliniikleotid e f*‘iy | § ' _ L " peroksizom
zincirlerinin yonleri zittir; birinin 5 ucu, digerinin 3" ucuyla gyni yondedir. Bu iKi zincir, hidrofobik ;* ) 5‘~ Wy | Vi S ‘ o
etkilesimlere ek olarak, Karsilikli dizilmis bazlar arasinda olusan hidrojen badlari sayesinde bir arada S TPAN oot | : - pinostott arae
P . o tutulur. Adenin (A) her zaman timinle (T) birlesir ve aralarinda 2 hidrojen bagdi kurulur; e retikulum | e N
c:;“?/ \ &;\“\- guaninse (G) sitozinle (C) birlesir ve aralarinda 3 hidrojen bagi kurulur. salim bolgesi golgi aygt
W niikleoplazma
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DNA’nIn i
"  Uc Farkli Formu
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DNA'yr olusturan polintkleotid zincirleri ya
saj ya da sol vida yonunde donen sarmallar
olustururlar. Seker-fosfat iskeletinin yapisinin
geometrisi bunlardan birincisine daha ¢ok
uyar. Bu ytzden normal DNA, sag sarmal
yonundedir. DNA'nin bu haline B-DNA denir.
B-DNA'da ikili sarmalin Ust Uste gelen baz E
ciftlerinin arasi 0.34 nm’dir. Sarmalin tam bir
donusine karsilik gelen adimiysa 3.4 nm'’dir,
yani B-DNA'da her donuste 10 baz bulunur.
Bu formdaki DNA'da sarmalin dis kisminda
duzenli olarak siralanmis bir bayik bir kigik
girinti vardir. Boylece buralara DNA'nin
islevini yapabilmesi icin gereken molekaller

-~ g baglanabilir.
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Yine sag sarmal yapisinda olan A-DNA,
B-DNA'ya gore biraz daha sikisik bir -
molekdlddr. Sarmalin adimi 2.3 nm’dir ve 11 £ -
baz icerir. DNA bazi ortamlarda bu formda !
bulunabiliyor.

DNA’nin Farkli Formlarinin U¢ Boyutlu Modelleri

Z-DNA sol vida yoninde yapilanmis bir =
sarmaldir. Burada bazlar zikzak cizmis gibi
goranurler. Bu formun dogada bulunup
bulunmadigi hentz bilinmiyor. Bu formda
sarmallar iki yerine bir derin girinti

Bﬂ:fe n . olusturuyor. I

Bilgisayar ortaminda yaratilan bu modellerde, DNAy1 olusturan bazlar farkli renklerle
gosteriliyor. Adenin-kirmizi, timin-sari, sitozin-mavi ve guanin-yesil. Bu bazlar yandan
gosterilen modellerde renkli duzlemler olustururken, tepeden gosterilen modellerin i¢
Kisminda yer aliyor.
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Genetik

Muhendisligl

Genetik muhendisligi, canlilarin genetik materyalinin, DNA kodunun,
aegistiriimesini, organizma icinde ya da farkli organizmalar arasinda

ACGT ACGT ACGT ACGT ACGT

nakledilmesini saglayan teknikleri aciklamak icin kullanian bir terimdir. Bdtin
canlilar hicrelerinde DNA tagsirlar. Bu nedenle séz konusu teknolgji, tirt ne
olursa olsun herhangi bir canli tzerinde uygulanabilir. Yalnizca tarim ve
hayvancilikta aegil, tip alaninda da yeni secenekler sunan genetik muihendaisligi,
bozuk genleri atizeltme, bir organizmada normalde bulunan bir ozelligi aaha da )
gelistirme, hastalik ya aa cevresel etkilere karsi direnci arttirma ya aa bir L S R T
organizmaya normalde yapamadigi bir isi yaptirma gibi amaclarila kullaniliyor. Bu - |
teknologjide kullanilan temel yontem, istenilen genin ¢ok miktarda dretilebilmesini @

saglayan molektler klonlamadir. Bu yontemde ¢ogaltilacak gen, vektor adi
verilen ve kendini kopyalayabilme 6zelligi olan baska bir DNA molekdliine
birlestirilir. Boylece olusan rekombinant molekul uygun bir tasiyicr hicreye sokularak cogaltilir.
Molekller klonlama, genlerin aaha detayli karakterizasyonunu ya da gen urdnlerinin ¢cok miktarda

DNA Molekiili

DNA, iki zincirin olusturdugu
sarmal bi¢ciminde bir molekuldar.
Ici karsilikll olarak eslesmis dort
bazdan, disiysa seker-fosfat
iskeletinden olusur.
Karsilikli
zincirlerdeki
bazlar birbirlerine
hidrgjen
baglariyla
baglanirlar.
Adenin (A)
daima
timinle (T),
guanin de (G)
sitozinle (C) bag
yapar. Bu molekiullerin

5'ucu
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3'ucu
i

dizilimlerini ve ikili ve Uclu bag
yapilarinit gérdyorsunuz.

Rekombinant (melez) DNA
Parcalarinin Hazirlanmasi

vektor DNA’si
EcoRlI EcoRl
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EcoRl EcoRl
EcoR[ ile kesim sonucu

olu5an tek Z|nC|r|| DNA
] pargalan L".m
Tamamlayici
baz eslesmesi

DNA ligaz
yardimiyla birlesme

5 5 3!
Rekombinant
molekil
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Rekombinant bir DNA molekuld olusturmak icin
kullanilacak DNA parcalari, genellikle “restriksiyon”
enzimleri kullanilarak elde edilir. Bu enzimlerin ¢cogu
kesim yaptiklari bdlgede tek zincirden olusan bir
DNA parcasi olustururlar. Iki farklt DNA
molekulinin bu birbirini tamamlayan tek zincirleri,
karsilikli bazlarin eslesmesi yoluyla birlegir. Bu
birlesme, DNA iplerindeki kiriklari birlestiren DNA
ligaz enzimiyle saglamlastirilir.

)\ Virﬁs insan DNA parcalari
Vektorlerinde Cos EcoRrl  Cos
Klonlama e ——

A vektori F'F_ _:311 ’

Bakteriyofaj A, bakterileri FeoRl ile kesim ve
dogal olarak enfekte birlesme
edebilen bir virtstur. Bu
viras kullanilarak olusturulan
vektorde, virtsun ¢ogalmasi
icin gerekmeyen genler

cikarilarak, bunlarin yerine Sﬁgglgbi“a”t
restriksiyon enzim bolgeleri e =55 o~
yerlestirilir. Yaklasik 15 e P
kilobaz (kb) biytkligiinde ~ Lﬁ,ﬁ N [ ]
DNA parcalarini tasiyabilme % E é
kapasitesi olan bu .
vektorlerin Urettigi l L Colfin virts (arafindan
rekombinant molekdller, _

virts kiliflart icine de Bakterl katmani __ /gl
sokulabilir. A vektorunde iki
Onemli bolge vardir.
Bunlardan ilki klonlanmak
istenilen genin sokulacagi
restriksiyon enzimi kesim boélgesidir. (Burada EcoRI denilen bir enzimin kesim
bolgesi bulunuyor.) Ikincisi de, vektdrin her iki ucunda bulunan ve "cos"
denilen bolgedir. Bu uglar, DNA parc¢asinin vektor kilifina sokulmast icin
gerekir. Klonlanacak DNA (burada insan DNA's1) restriksiyon enzimiyle kicuk
parcalara ayrilir. Vektor de bu enzimle Kesilerek, insan DNA’sinin herhangi bir
parcasiyla birlesir ve virus kilifina sokulur. Daha sonra bu virusler, koli basili
olarak bilinen Escherichia coli yi enfekte etmek icin kullanilir. Bakteri kulttr
ortaminda olusan her bir virus plagi, insan DNA parcalarindan sadece birini
tasir. Insan DNA’sindan cikarilmak istenilen 6zel DNA parcasinin olusturdugu
plak, 6zel teknikler kullanilarak diger plaklar arasindan kolayca secilebilir.
Daha sonra da, ayri olarak istenildigi kadar c¢ogaltilabilir.

Cos T Cos

Rekombinant molekiiliin
virtis kilifina sokulmasi

Her rekombinant viris tek

Viris plagl —% e 1 birplak olusturur.

uretilebilmesini olanaklr kilar.Bu posterde genetik muhenaisliginin bazi temel tekniklerini sunuyoruz.

Kozmid Vektorinde
Klonlama

Plazmid Vektorinde Klonlama

Plazmid vektorleri, virts vektorlerine gore, klonlanan DNA'nin daha kolay
kullanilabilmesi olanagini sunar. Plazmidler, kic¢uk dairesel DNA parcalaridir.
Bunlar bakterilere sokulduklarinda kendi baslarina ¢cogalabilirler. Bakteriden
bagimsiz ¢cogalmalarini saglayacak gen parcasinin (ori) yani sira, bir antibiyotik
direnclilik geni (burada ampisilin direnclilik geni, Amp’ ), bir de restriksiyon
enzimi Kesim bolgeleri icerirler. Klonlanmak istenilen DNA parcasi bu vektore
yerlestirilir. Elde edilen vektor bakteriye sokulur. Bakteri, icinde antibiyotik
bulunan ortamda cogaltilir ve bdylece sadece bu plazmidi, dolayisiyla DNA
parcasini, tasityan bakterilerin buyuimesi saglanir. Olusan her bir koloni izole
edilip Uretilerek, klonlanmig DNA parcasindan buyUk miktarda elde edilir.

Kozmid vektérler hem A virls
vektorua gibi cos bolgesi iceren,
hem de plazmid vektorler gibi ori
ve antibiyotik direncliligi genlerini
iceren DNA molekdulleridir. Bu
sayede, A vektorunde oldugu gibi
rekombinant molekul virts
parcalarina sokulabilir ve plazmid
vektorunde oldugu gibi bakteride
cogaltilip secilebilir. Kozmid
vektorler, yaklasik 45 kb
buyukliginde DNA'yi
tagiyabilirler.

Klonlanacak DNA parcalari

\ DNA parcasi

EcoRl r EcoRl ile kesim ve T
birlesme Amp’ \

Rekombinant
plazmid

. Kozmid
ori ’
Amp k vektorii | | cos

E. coli'ye rekombinant
plazmldln aktariimasi

vektori

Plazmid ‘I
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DNA parcasi

‘ w BamHI’la kesilen ve

virtise sokulan DNA
parcasi
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Bakterinin ampisilin iceren kaltir
ortaminda buyutilmesi

E

Ampisiline direngli ==
\ E. coli’lerin rekombinant

bakteri kolonileri
virtsle enfekte edilmesi
ve antibiyotik direncli
kolonilerin secilmesi
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-— plazmid olarak ¢ogalir.

Polimeraz Zincir Reaksiyonu, PCR

Diziliminin Belirlenmesi

Sanger Yontemiyle DNA Niikleotid

Yabanci gen iiriiniiniin bakteri
tarafindan iiretilmesi

Molekuler klonlama, DNA parcalarinin bakterilerde ¢oglatilmasini
saglar. DNA molekdllerinin ¢ogaltilabilecegi bir baska yol da,
1988’de Kary Mullis’in gelistirdigi polimeraz zincir reaksiyonu,
PCR, yontemidir. Cogaltilmak istenilen DNA parcasinin bir kisminin
dizilimi bilindiginde, PCR sayesinde bu DNA parc¢asi timuyle
laboratuvar kosullarinda ¢ok fazla miktarda elde edilebilir. DNA
molekdllerinin sayisi her ¢evrimde bir 6ncekinin iki katina c¢ikar. Tek
bir DNA molekuld 30 ¢evrim sonunda yaklasik bir milyar tane olur.
Bu y6ntem sayesinde baslangi¢ icin ¢cok az miktarda DNA yeterli
olur. Cogaltilmak istenilen DNA 1sitilarak, iki ziciri birbirinden
ayrilir. Daha sonra sogutularak 15 - 20 bazlik yapay DNA
parcalariyla (primerler) birlesmesi saglanir. “Taqg polimeraz” denilen
Ozel bir enzim yardimiyla, primerlerden baslayarak yeni DNA
zincirleri sentezlenir. Sonucta, bir ¢cevrim sonunda ilkinin ayni iki
DNA molekult elde edilmis olur.

Baglangi¢g DNA’si

5'4

zincirliri birbirinden ayrilir

95°C’de sitilarak DNA'nin 1

5'ﬁ l z "”I— 'B'

55°C’de primerler tek DNA
zincirlerine baglanir
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Primer 2
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Primer 1

72°C'de Taq polimeraz
enzimiyle yeni DNA zincirleri
sentezlenir
3- 5 3 -
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Dideoksintkleotidler, deoksinukleotidlerdeki gibi 2'-OH gruplari yaninda

ayrica, 3'-OH gruplarini da kaybetmis nukleotidlerdir. Bu nukleotidler,

sentezlenmekte olan DNA’ya rahatca baglanabilirler. Ancak 3'-OH gruplari

olmadigi icin, DNA sentezi sirasinda bir sonraki nukleotid bunlara

baglanamaz ve sentez sona erer. DNA'nin ntkleotid dizilimi belirlenecegi
zaman, DNA sentezi radyoaktif olarak isaretlenmis bir primer ile baglatilir.

Dort farkl reaksiyon yaruttuldr. Bunlarin her birinde bir tip
dideoksinukleotid ve diger normal deoksiribontkleotidler kullanilir.

Dideoksinukleotid sentezlenen DNA'ya eklendigi zaman, DNA sentezi durur.

Bu durumda her bir reaksiyon, radyoaktif primerle baslayip,
dideoksinUkleotidle biten bir seri DNA molekuld olusturur. Bu dort
reaksiyonun urunleri otoradyografiyle incelenerek, DNA'nin nukleotid
dizilimi belirlenir.

bulundugu ortamda DNA sentezi
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nikleotid dizilimi

e ‘ Karsi zincirin

Yabanci genlerin Urunlerinin bakteride
Uretilmesi amaciyla "ekspresyon” vektorleri
kullanilir. Bu vektorler, Urtind istenilen
DNA'nin yaninda, bu DNA'nin bakteri
tarafindan kullanilabilmesi i¢in gereken bazi
Ozel DNA parcalarini da tasirlar. (Burada
promotér, pro). Ayrica bu vektorler,
DNA’daki bilgiyi ribozomlara tasiyacak olan
RNA'nin, proteini sentezleyen ribozomlara
baglanmasini saglayacak Shine-Delgarno
(SD) denilen bir bdlgeyi de tasirlar. Bu
vektorler bakteriye sokuldugunda, i¢indeki
gen bakteri tarafindan kullanilir ve DNA’'da
belirtilen protein Uretilir.

Bakteri promotori ve
ribozom baglanma dizilimi

Ekspresyon

vektori

Okaryotik cDNA'nin
vektore sokulmasi

pro SD

cDNA

ori

vektorin E. coli'ye aktarilmasi

okaryotik I'
proteinin
dretilmesi %




