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OZET

Bakteriofaj T4 Lizozim Geninin (Gen e) Plazmid Vektorler ile Klonlanmasi

Lizozim (EC 3.2.1.17), prokaryotik hiicre duvarlarinin peptidoglikan
heteropolimerlerinde bulunan N-asetil glukozamin (NAG) ve N-asetil
muramik asit (NAM) arasindaki p-1,4 glikosidik baglarimin hidrolize
olmasini katalizleyen bir enzimdir.

Bu galismada, bakteriofaj T4 lizozim geninin (gen e) pUC18 ve
pRS416 vektorlerini kullanarak Escherichia coli'de klonlanmasi
amaglanmigtir. Gen e'nin T4 genomundan PCR ile amplifikasyonu igin
Bam HI tanima dizisine sahip primerler dizayn edildi. Vektorlerin ve PCR
liriiniiniin Bam HI endoniikleaz ile kesiminden sonra ligasyon reaksiyonu
ile iki rekombinant plazmid olusturuldu ve pUC18L ve pRS416L olarak
isimlendirildi. Bu plazmidleri tagiyan rekombinant E. coli hiicrelerinin gen
e'yi eksprese ettigi ve lizozim E olarak adlandirilan aktif T4 lizozimini besi
ortamina salgiladigi tespit edildi. Ayni zamanda lizozim E'yi lireten E. coli
klonlarinin L ve LB besi ortamlarinda lize olmaksizin liredigi g6zlendi.
Fakat, kiiltiire alinan rekombinant bakteri hiicrelerinin, non-iyonik su veya
10 mM'lik Tris pH 8.0 gibi osmatik dengeleyicilerin olmadig: hipotonik bir
ortama alindiklarinda ozmatik basinca dayanamayarak kolayca patladigi
goriildii. Rekombinant E. coli'nin hiicre duvarinin, iiretilen lizozim E'nin
etkisi ile zayiflatimis olabilecegi fakat besi ortamindaki tuz
konsantrasyonuyla olusturulan ozmatik basincin ise duvari zarar gérmiis
hiicreleri lize olmaktan korumug olabilecegi diigiiniilmektedir.

Bu sonuglar, gen e'yi tagiyan her hangi bir E. coli plazmid vektorii
ile EDTA, lizozim ve SDS gibi hiicre duvan ve hiicre zarini pargalayici
ajanlar kullanmaksizin plazmid veya kromozomal DNA izolasyonunun
kolaylagtirilabilecegini gostermektedir. pPRS416L bu amaca yo6nelik olarak
geligtirilmis bir prototip mekik vektordiir.

Anahtar Sézciikler: E. coli, T4 Lizozim geni, Klonlama, PCR, Plazmid
vektorler



ABSTRACT

Cloning of Bacteriophage T4 Lysozyme Gene (Gene e) With Plasmid
Vectors

Lysozyme (EC 3.2.1.17) is an enzyme that catalyzes the hydrolysis
of glycosidic bonds between N-acetyl glucosamine (NAG) and N-acetyl
muramic acid (NAM) which are present in peptidoglycan heteropolymers
of prokaryotic cell wall.

In this study, it is aimed at the cloning of bacteriophage T4
lysozyme gene (gene e) in Escherichia coli using the pUC18 and pRS416
vectors. The primers with Bam HI recognition sites were designed for the
PCR amplification of the gene e from T4 genome. After digesting the
vectors and PCR product with Bam HI endonuclease, two recombinant
plasmids were constructed by ligation reaction and called pUC18L and
pRS416L. It is determined that, recombinant E. coli cells harboring these
plasmids were expressed the gene e and secreted the active T4 lysozyme
called lysozyme E in the culture medium. At the same time it was
observed that, E. coli clones producing lysozyme E were grown in L and
LB medium without lysis. But it is seen that cultured recombinant cells
did not withstand against osmotic pressure and burst out easily in the
hypotonic environment which does not contain osmotic stabilizers such
as non-ionic water or 10 mM Tris-HCI pH 8.0. It is suggested that the cell
wall of the E. coli may be weakened by the action of the lysozyme E, but
the osmotic pressure created by the NaCl concentration in the medium
may protect the damaged cells from lysis.

These results show that the isolation of plasmid or chromosomal
DNA may be facilitated with any E. coli plasmid vectors bearing gene e
even in the absence of cell wall and cell membrane disruptive agents such
as EDTA, lysozyme and SDS. For this purpose, pRS416L is constructed as
a prototype shuttie vector.

Key Words: Cloning, E. coli, PCR, Plasmid vectors, T4 Lysozyme gene



1. GIRiS

Lizozim (EC 3.2.1.17), prokaryotik hiicre duvarlannin peptidoglikan
heteropolimerlerinde bulunan N-asetil glukosamin (NAG) ve N-asetil muramik
asit (NAM) arasindaki -1,4 glikosidik baglarinin hidrolize olmasini katalizleyen
bir enzimdir’.

Alexander Flemming tarafindan 1922'de bulunmus ve gram pozitif
bakteriler (6zellikle de Micrococcus luteus) tzerindeki bakterisidal 6zelligi ile
dikkatleri gekmistir®.

Lizozim, g6z yasinda (proteinlerin ~%23-35'), tukirikte, mukusta, sutte,
diger vicut sivilaninda, fagositik hicrelerin lizozomlarinda ve yumurta akinda
bulunmaktadir. Ekzokrin bezlerin biyilkk ¢odunlugunun salgi hucrelerinde
sentezlenmektedir. En yiksek konsantrasyonlar gézyasi, mide 6zsuyu, bébrek
dokusu, anne sitlu, trake ve bronglarin yluzey epiteli ve submukoza
hicrelerindedir®#*,

Boébrek hastalikiar, monositik 16semi, tuberkiilozis, sarkoidozis ve diger
granilomatozis hastaliklarinda serum ve idrardaki orani yukselir. Lésemik
granilositler ve monositlerde lizozim orani yikselir. Bu hiicreler pargalandigi
zaman serum ve idrardaki lizozim miktar da artar. Lizozim degeri normalde,
serumda 5-10ug/mi ve idrarda ise 2ug/ml' dir®’.

Insan lizozim genindeki iki nokta mutasyonu non-néropatik sistemik
amiloidozis olarak bilinen ve otozomal dominant gegis gosteren bir kalitsal
hastaliga da neden olur. Bu mutasyonlarin birinde, oldukga korunmus olan 56.
pozisyondaki izolésin yerine threonin (ile56Thr, ATA—»>ACA), digerinde ise 67.
pozisyondaki aspartik asit yerine histidin (Asp67His, TAG—>TAC), gectigi tespit
edilmistir. Gen 12. kromozom Uzerinde lokalizedir®.

Lizozim mutantlar, dogal (wild type) lizozime benzer U¢ boyutlu yapiya
sahip olmasina ragmen isiya dikkate deger digiide daha az dayanikhdirlar. /n
vitro kosullarda isitildiklar zaman ¢ézilirler, enzimatik aktivitelerini kaybederler
ve amiloid fibrilleri olugturmak igin kiimelesirler. Dogal lizozimde ise bdyle bir

durum goézlenmemistir. Dogal lizozimin islyla denatiirasyonunun doéniisimii



(renatiire olabilme ¢zelliginde) olmasina kargin amiloidogenik 6zellikteki lizozim
varyantlari 1siyla dénlisimsiiz olarak inaktive olmaktadir. Ayni zamanda
varyantlarin dogal lizozimden 10-14°C dusiik sicakliklarda bile isiya hassasiyet
gosterdigi tespit edilmistir. Buna ilaveten her iki varyant da pH 7.4 ve 37°C'de
tutuldugunda bir middet sonra butin aktivitesini kaybetmis, halbuki dogal
lizozim bu sartlarda tam aktivite gdstermistir. Sonug¢ olarak, mutant lizozimin
amiloid olusturmasi denatiire yaptya egiliminden ileri geldigi soylenebilir %9112,

Lizozim, tripsin, kimotripsin ve pepsinden etkilenmez. Bu o6zelliginden
dolayi dlser, multiple sklerozis, bazi deri hastaliklari ve ameliyat sonrasi
enfeksiyonlarin tedavisinde kullanilabilecegi tavsiye edilmektedir. Ayrica,
analjezik, antitimor, antimetastatik ve antiinflamatér aktiviteleri oldugu da
yapilan gesitli calismalarla gésterilmigtir®13141518

Lizozim bir ¢ok canlinin antibakteriyel savunma mekanizmasinda yer
alan onemli bir enzimdir. Bakteriofajlarin genomunda bulunan lizozim ise litik
déngiide hiicre duvarini eritir ve bakterilerin pargalanarak faj partikiillerinin
serbest kalmasini saglar'™®.

Bu galismada, bakteriofaj T4 lizozim geninin, faj genomundan PCR ile
izole edilerek plazmid vektorlerie klonlanmasi ve ilerde yeni bir vektér geligtirme
¢abalarina bir baslangi¢ olusturulmasi amaglanmstir.

Ayrica, lizozim geninin ekmek mayasi ve laktik asit bakterilerinde
eksprese edilmesi de diistniimektedir. Maya hiicrelerine aktarldiktan sonra
deney hayvanlan (zerinde antitiimér ve antimetastatik aktiviteleriyle ilgili

calismalar da planlanmaktadir.

T.C. YOKSEKOGRETIM KURULY
DOKTMANTASYON MERKEZI



2. GENEL BILGI

2.1. Lizozim

Lizozimin substrati bakteri hicre duvarindaki polisakkaritlerdir
(peptidoglikan ya da mirein tabakasi). Hiicre duvarini olusturan polisakkarit iki
cesit sekerden vyapimistir;, bunlar N-acetylglucosamine (NAG) ve N-
acetylmuramate (NAM)'dir. NAM ve NAG, amino gruplan asetile olmus
glucosamine turevleridir. Bakteri hiicre duvarinda NAG ve NAM; C-1 ve C4
karbonlarinda glikosidik baglarla baglanmiglardir. Hlcre duvarindaki batin
glikosidik baglar B konfigurasyonuna sahiptir. Béylece, hiicre duvarini olusturan
polisakkaritler birbirlerine p1-4 baglarnyla baglanmig tekrar eden NAM ve NAG
polimerleridir (Sekil 2.1.). Lizozim, NAM ve NAG arasindaki glikosidik baglan
hidrolize ettijinden muramidaz olarak da bilinmektedir.

Ollkosidik Ba§ Lizozimin bagianma béigeleri
LH OH CH-,@-I CH,OH
4 * 'Jz
L OH N ' 0 p ) tl)_J H 3 "y
H H H
rr -1
O— “C——S" H 0—-(_ 0—0 llC—-—ﬁ'- H O"C
cy,  coon gy ch,  COOH rn cH,
NAG NAM NAG NAM [Kesirn Béigesi)
(A) {B) fC) D) "B

Sekil 2.1. Peptidoglikan molekuitnun yapisi. Lizozim, molektitin 6 birimi (zerinde 10
noktadan (cergeve igine alinmis yerler) kompleks olugturur ve bir bolgeden (D ve E arasindan)
kesim yapar.

Kabuklu canlilardaki kitin 6ttt de, NAG birimlerinin p1-4 seklinde
baglanmasiyla olustugundan lizozim igin bir substrattir?.

Lizozim genleri molekiler genetik ¢alismalarinda model genler olarak
kullaniimaktadir. Tavuk lizozim geni, ilk izole edilen ve karekterizasyonu yapilan
ve (izerinde molekiler diizeyde en ¢ok galisma yapilan bir gendir. Simdiye
kadar birgok tiirden lizozim gen aileleri izole edilmis ve karekterizasyonlari

yapimistir. Lizozim gen aileleri arasindaki genel 6zellik hepsinin oldukg¢a kigiik



(10 kb'den kuglk) ve 4 exon ile 3 intron igeriyor olmalandir. Omurgali genomlari
hakkinda yeni gorisler olusturmak igin lizozim genlerinin yapisal, fonksiyonel ve
transkripsiyonel ézellikleri ile ilgili galismalar devam etmektedir'®.

Izolasyonu ve iizerinde molekiiler genetik calismalari yapilan lizozim
genlerinden bazilar sunlardir:

a) Tavuk lizozimi: Tavuk yumurta akindan izole edilen bu enzim,
Ugboyutlu yapisi incelenenierden, sekansi (DNA baz dizileri) yapilanlardan ve
mekanizmas| detayli olarak g¢aligilanlardan ilki olmasi ydnleriyle tarihsel 6nemi
olan bir enzimdir. Bu enzimin sentezi ovidukteki steroid hormonlar tarafindan
kontrol edilir. Once prelizozim olarak sentezlenir ve miteakiben 18 amino
asitten (a.a.) olusan sinyal peptidinin uzaklastiriimasi ile olgun lizozim olarak
salgilanir?®. Molekiler agirhgi 15.000 Dalton (D) olup 129 a.a. uzunlugundadir?.
Tavuk lizozim geni maya hicrelerinde klonlanmis ve eksprese edilmistir. Verimli
bir maya promotoru kontroliinde sentezlenen lizozimin maya proteinlerinin
%1.5'i oraninda oldugu ve bunun 2/3'Gniin besi ortamina salgilandigi tespit
edilmistir®.

b) Insan Lizozimi: Insan lizozim geni 12. kromozom {izerinde lokalize
olup 4 exon ile 3 introndan olusur ve 5856 bp uzunlugundadir®!.

Primer ve tersiyer yapisi tavuk lizozimi ile biyuk olgiide benzerlik
gostermektedir®®. Molekuler agirhgr 15.000 daltondur®,

Insan lizozimi klinik ve endustriyel dnemi olan bir enzimdir. Dogal
kaynag sinirh oldugu igin rekombinant DNA teknolojisi ile Uretilmesi yolunda
degisik galtsmalar yapiimistir?®. Bu ¢alismalarla insan lizozim geni, E. colide %,
Bacillus subtilis'de?®, Saccharomyces cerevisiae'de®” ve Aspergillus oryzae'de®®
klonlanmis ve sentezlenmistir.

E. coli 'de yapilan klonlamada, insan lizozimi, tavuk lizozimi sinyal dizisi
ve 2u maya plazmidi terminatori ile birlikte GAL10 promotoru bulunduran
Yep51 plazmidine takiimis ve olusturulan rekombinant plazmid (YEp-HLYSIG)
maya hiicrelerine transforme edilmigtir. Maya hicrelerinin, hibrid lizozimi énce
prelizozim olarak kuitir ortamina ve periplazmik araliga salgiladiji ve daha
sonra da bunlan igleyerek (sinyal dizisi ve lizozim baglanti noktasindan

keserek) olgun insan lizozimi haline getirip kiltir ortamina yaklagik 0.96 mg/L



(en yuksek deger) olarak salgiladidi tespit edilmigtir. Bu sekilde olusan lizozimin
normal insan lizozimi ile ayn! spesifik aktiviteye sahip oldugu da gésterilmistir®’.
Sinyal dizisi, mayada yabanci proteinlerin tretimi igin kullaniimistir aksi takdirde
uretilen lizozimin hiicre iginde inaktif yabanci cisim olarak kaldigi (inclusion
bodies) tespit edilmigtir®®. Mayada yabanci proteinlerin tretimi igin disariya
salgilanan bir proteinin (a-faktér gibi) sinyal dizisi kullanihiyordu?® *. Tavuk
lizozim geninin sinyal dizisi tasidigi daha 6nce yapilan dizi analizi ile tespit
edildiginden®' bu calismada bu gene ait sinyal dizisi kullaniimigs ve ayni
zamanda tavuk sinyal dizisinin mayada protein sekresyonu ve islenmesinde
kullanilabilecegi de gésterilmistir®’.

Bagka bir klonlama galismasinda ise , Insan lizozim geni ve tavuk lizozim
geni sinyal dizisinden olusan sentetik DNA pargasi birlestirilerek olusturulan
rekombinant plazmid vektori (pMAR5-HLY) Aspergillus oryzae M-2-3 ‘e
transforme edilmistir. Burada kullanilan plazmid amyB promotoru (taka-amylase
A genine ait) tasimaktadir. Bu promotor maltozla uyanhp glikozla
baskilanabildigi igin genin sentezi de kontrol altina alinabilmigtir.
Transformantlarin insan lizozimini aktif bir sekilde ve yaklagik 1.2mg/L
duzeyinde besi ortamina salgiladigi tespit edilmistir®.

c) Bakteriofaj lizozimi: Bakteriofaj T4 lizozimi globular monomerik bir
protein olup 164 amino asitten olugsmaktadir. Konakgi hiicrenin peptidoglikan
tabakasini muhtemelen stoplazmik taraftan bozarak hiicrenin patlamasini ve
viris partikillerinin serbest kalmasini saglar®2. Aktif bolgesinin yapisi ve bakteri
hiicre duvarindaki peptidoglikana etki sekli tavuk lizozimindekine benzer
sekildedir®® 3* *. T4 lizozimi de (tavuk lizoziminde oldugu gibi) molekiiler
genetik galigmalarinda bir gok aragtirma igin esas alinmigtir. Mutant varyantlari
olusturularak protein yapisi ve fonksiyonu tzerine etkileri aragtinimigtir®: 37- 3
3,40 T4 lizozimi tizerinde galismalarin yapilabilmesi igin E.coli de klonlanmasi
gerekmektedir. Gen, DNA dizi analizinin yapilmasi igin lamda vekt6ri ile
klonlanmis*! fakat ekspresyonu igin herhangi bir galisma yapiimamigtir. Konakg!
hiicrenin patlatilarak virlis partiktllerinin serbest kalmasi igin lizozim diginda
birtakim T4 genlerinin de eksprese olmasi gerektiginden'® 2, lizozim geninin E.
colide tek basina klonlanmasiyla enzimin belli bir diizeye kadar tolere edilerek



non-toksik olarak eksprese edilebilecegi dustnulmistiar. Bu amagla T4
lizozimini kodlayan gen e*', restriksiyon endoniikleazlarla iglenerek tacl/
promotoru kontroliinde eksprese edilmek (zere, rekombinant bir plazmid
(pT4lystacll) olusturulimustur. Bu plazmid E coli hicrelerine transforme edilmis
ve [PTG ilavesiyle, enzimin aktif olarak hiicre proteinlerinin %2'si oraninda
ekspresyonu saglanmistir®®. T4 fajla enfekte E. coli B hiicrelerinde lizozim
miktan 5-10mg/L olarak tespit edilmistir'’. pT4Isytacll plazmidi ile transforme
olmus D1210 (bir E. coli K-12 susu) IPTG ile uyarildiginda yaklagik olarak ayni
miktarda (lizis olmaksizin) lizozim uretilmistir*>. Bu sonug, hiicrenin patlamasi

18, 42 seklindeki gorist de

icin baska T4 genlerinin de gerekli oldugu
desteklemektedir®.

Yapilan baska bir ¢calismada T4 lizozim geninin PCR'la mutant formlan
(Thr161Ala, Thr152Met, Lys43lle ve thri51Ala gibi) elde edilmis ve lamda
klonlama vektérierine aktariimistir. Olusturulan bu mutasyonlarin lizozim geninin
yap! ve fonksiyonu {izerindeki etkileri, lizozim geni ile ilgili daha dénce yapilan
calismalarla kiyaslanarak degerlendirilmistir’®. Buna benzer amaglarla degisik
faj lizozimlerinin degisik bolgelerindeki amino asitler in vitro mutagenezle
degistiriimis ve ayni sekilde enzimin yapi ve fonksiyonlarindaki degisiklikler
go6zlemlenmigtir*® 45 4€,

T7 fajina ait lizozim geni, titln bitkisinden elde edilen patogenezie ilgili
bir proteine (PR-1b) ve Shiva-l genine ait sinyal dizisi ile birlikte pUC19
plazmidine klonlanmigtir. Olusturulan transgenik bitkide lizozim geninin Shiva-|
geni ile transkribe edildigi ve enzimin hiicre digina salgilandig: tespit edilmistir*’.
Ava Il ve Hae lll endoniikleazlarla kesilen T7 DNA'sindan lizozim genini igeren
632 bp'lik DNA pargasi pBR322 vektérunin Bam HI bolgesine klonlanmistir.
Transforme edilen suslann lizozimi hicre iginde uUrettigi SDS-PAGE ile tespit
edilmistir®®.

d) Diger canlilara ait lizozimler: Menduca sexta genomu tarafindan
kodlanan lizozimin canlinin antibakteriyel savunma mekanizmasinda merkezi
bir rol oynadig ileri surulmektedir. Bu canlidan elde edilen lizozim genine ait
cDNA, Northern biot analizinde prob olarak kullaniimigtir. Yapilan cgaligma,

canlinin peptidoglikanla muamele edilmesinden sonra lizozim



transkripsiyonunun 7 dokuda o6nemli derecede arttidini (en fazla da yagd
dokusunda) géstermistir®®.

Sigir ve kemirgenler lzerinde yapilan g¢aligmalar bu canlilarin farkh
dokularinda birden fazla lizozim benzeri genlerin eksprese edildigini
gostermistir. Sigir genomlarinda 10, farelerde ise iki ayri lizozim benzeri genler
tespit edilmis ve bunlarin cDNA'lari yapiimigtir'®.

Omurgaililarda oldugu gibi béceklerde de degdisik dokularda eksprese
olan farkii lizozimler tespit edilmistir. Bakteriyel enfeksiyon durumunda lizozim
genleri de diger antibakteriyel faktorierle birlikte kuvvetli bir sekilde uyarilir. Bu
uyarim memelilerdeki immin cevap olusturma mekanizmasina benzer
sekildedir. Clriyen maddelerde olusan mikroorganizmalar lzerinde yasayan
kara sinekler ve meyve sinekleri gibi boceklerde 6zellesmis lizozim genleri
gelismis olup sindirim kanalinin farkli béigelerinde eksprese olmaktadir. Bu
lizozimlerin dizi analizlerinin de birbirlerinden farkli oldugu tespit edilmigtir®.

Sitma vektéri olan bir sivrisinekten (Anopheles gambiae) RT-PCR
yontemi ile lizozim genine ait cDNA olusturulmustur. Bu galismada, lizozim
geninin sekerle beslenen erginlerde bol miktarda eksprese edildigi ve kanla
beslenen disilerde ise ekspresyonun énemli dlgiide azaldigr da tespit edilmigtir.
Gen, politen kromozomu 2L Gzerinde 27. segmentte lokalizedir®".

Lizozim, guve bdceginde de (Hyalophora cecropia) bakteriyel enfeksiyon
veya yaralanma durumunda Gretilen antimikrobiyal proteinlerden biridir. Immun
cevaptaki mekanizmanin anlasilabiimesinde 6nemli oldugu icin bu canlidan da
lizozim geni izole edilmis, karekterizasyonu vyapimis ve dizi analizi
belilenmistir.  Lizozim geninin  bakteriyel enfeksiyonla oldudu gibi
lipopolisakkaritler ve phorbol esterle de uyarildi§1 ve 24 saat iginde maksimum
diizeyde transkribe oldugu tespit edilmigtir®2.

Heliothis vinescens larvasindan izole edilen lizozimin de H. cecropia
lizozimine benzedidi ve 6nemli bir antibakteriyel protein oldugu tespit edilmigtir.
H. vinescens lizoziminin 100 °C ve pH 3.0'da 1 saat tutulduktan sonra bile
antibakteriyel aktivitesini korudugu gézlenmistir®.

Lizozimin fizyolojik rolii bakterisidal oldugu kabul edilirse, sitte iyi bir

koruyucu oOzellige sahiptir. Bir ¢ok canli tOoriniun sitiinde lizozim oldugu



belirlenmistir. Sttteki lizozim miktarlarn canhlar arasinda farklilik géstermektedir,
orn. kisrak sutinde 79 mg/ml, insan sutiinde 13 mg/ml, sigir satiinde ise 4.5
ug/midir. Insan siti ile sigir sath arasindaki bir ¢ok fizikokimyasal fark gibi,
lizozim igerikleri arasindaki fark da 6zellikle 6nemlidir. Bir gok aragtirmac: sigir
siti ile beslenen bebeklerin sitlerine lizozim ilave edilmesini tavsiye
etmektedirler®.

Lizozim, Listeria monocytogen gibi gida bozulmasi ve bunlara bagl
hastaliklara sebep olan bakterilere oldukga etkilidir. Peynirde Clostridia kdkenli
butirk asit fermantasyonunu kontrolde lizozimin potansiyeli 1966' larda
gosterilmis ve daha sonra da bir gok peynir gesitlerinde gaz birikimini énlemek
ve tat arttirmak igin uygulamalar gelistirilmigtir®.

Sut bezlerinde insan lizozim geni ekspresyonunun degerlendiriimesi
amacit ile transgenik fareler model olarak kullanilmigtir. Yapilan bir ¢calismada
insan lizoziminin fare suttiine 0.25-0.71ug/ul oraninda salgilandi§t gdsterilmistir.
Ayni galismada, siit endustrisinde lizozim salgilayan transgenik hayvanlarin
kullanilabilecegi de 6nerilmektedir®®.

100 litre site 2.5-3 g lizozim ilavesiyle, peynirde mesofilik laktobasillerin
ve aerobik spor olugturan bakterilerin Gremesinin biyilk 6lglde, anaerobik spor
olusturan bakterilerin iremesinin ise tamamen engellenebildigi tespit edilmistir.
Bu sonug, anaerobik spor olusturan bakterilerin (remesini engellemek igin site
nitrat ilavesi yerine =zararsiz olan lizozimin tercih edilebilecegini
gostermektedir®’.

Site nisin ve lizozim ilavesinin Clostridia hiicrelerinin iremesini tamamen
durdurdugu, peynirin verimini arttirdigi ve raf émrini uzattid) tespit edilmistirs®
59, 60‘

Gram negatif bakterilerin hiicre duvarinin en disinda lipopolisakkarit
tabakasi bulundugundan lizozim peptidoglikan tabakasina etki edemez. Yapilan
calismalar lizozimin hidrofobik bir tasiyiciya baglanmasiyla mirein tabakasina
ulagabilecegdini gostermis ve bu amagla, birer ya§ asidi olan stearat ve palmitat
birimlerinin ilavesiyle gram negatif bakterilere kargi etkin modifiye lizozimler
geligtirimistir. Bu sekildeki asilasyon lizozime transmembranal bir &6zellik

T.C. YOKSEKOGRETIM KURULY
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kazandirmisg ve gram negatif bakterilere karsi etkin ve uygulanan canh igin de
zararsiz bir ilag olarak kullanilabilme yolunu agmistir®.
Lizozimin perillaldehyde ile modifikasyonunun da gram pozitif bakterilere

kars! antimikrobiyal aktivite gosterdigi tespit edilmistir®2.

2.2. Gen Kionlama Vektorleri

Gen klonlama, bir DNA dizisinin ¢ok sayida kopyasinin olusturulmasini
saglayan bir islemdir. Bu islem sirasinda yabanci DNA molekuli tagiyict bir
molekul (klonlama vektéri) araciligi ile konakgi hiicreye aktarir.

Klonlama vektorleri;

- Yabanci DNA'yi kabul edebilmeli, konakg¢i hiicrelerde ¢ogalabiimeli ve

yeni hiuicrelere de aktarilabilmelidir.

- Rekombinant molekulleri tagiyan hucreleri digerlerinden ayirabilecek

ozelliklere (6rn. bir antibiyotik direng geni) sahip olmahdir.

- Oldukea kiigilk ( ideal olani 10 kilobaz (kb)'dan daha az) olmalidir.

Bu ozellikleri tagtyan ve klonlama vektorli olarak sikhikia kullanilan DNA
molekilleri plazmidler ve bakteriyofaj DNA molekilleridir. Bu iki ¢esit DNA
molekilii, molekiler biyoloji teknikleri ile manipule edilerek degisik amaglara
uygun cesitli vektér molekdlleri gelistirilmistir. Plazmid vektérler ve bakteriofaj
kokenli vektorler disinda fajmidler, kosmidler, bakteriyel yapay kromozomlar
(BAC'lar) ve maya yapay kromozomlari (YAC'lar) degisik amaglar icin gelistirilen
vektor molekllerine 6rnek olarak verilebilir® .

Bu tez galismasinda vektér molekilti olarak ptazmid klonlama vektérleri
kullamldigi icin sadece bunlar hakkinda genel bilgiler verilecektir.

Plazmid vektorler: Plazmidler bakteri hiicrelerinde bulunan, kromozomal
DNA'dan bagimsiz olarak ¢ogalabilme 6zelligine sahip halkasal yapidaki DNA
molekulleridir. Konakgi hiicreye cogunlukla avantaj kazandiran bir veya daha
fazla gen tasirlar®® °®.

Plazmidlerin 6zellikleri:



a- Bakteriyel genomun bir pargasi olmayan kromozom digi halkasal DNA
molekulleridir.

b- 1-250 kb aras! biyuklikleri vardir.

c- Konakgt hiicreye;

- antibiyotiklere direngli olmak (toksik konsantrasyondaki
antibiyotikli ortamda yasayabilirler),

- kompleks organik bilesikleri ve agir metalleri parcalayan
enzimler Gretmek,

- antibiyotik tretmek ve

- restriksiyon ve modifikasyon enzimleri Gretmek gibi birtakim
avantajlar saglarlar.

d- Replikasyonlar konakgi DNA replikasyonu ile beraber, fakat bagimsiz
olarak gergeklesir.

Bakteri hiicrelerinde dogal olarak bulunan plazmidler 6zelliklerine gére 5

gruba ayrilabilir®® ©5;

1. Fertilite veya 'F" plazmidleri: Escherichia coli (E. coli)de 95 kb
buyukligiunde bir plazmiddir. Bu plazmid tra (transfer) genlerinin
bulundugu biyilik bir operonu da igeren 30 gen tasimaktadir. Bu
genler F pilus'un sentezlenmesinde ve DNA transfer iglemlerinde
gereken proteinleri kodlamaktadir. F*, F plazmidini bulunduran, F ise
bulundurmayan bakteri hiicreleridir.

2. Direng (Resistance) veya 'R’ plazmidleri: Konakg! bakteriye bir veya
daha fazla antibakteriyel ajana (6rn. kloramfenikol, ampisilin ve civa
gibi) karsi diren¢ kazandiran genleri tasirlar. R plazmidleri klinik
mikrobiyolojide gok énemlidirler.

3. Col Plazmidleri: Diger bakterileri o6ldiiren proteinleri (colicins)
kodlarlar. Orn. E. colinin ColE1'i gibi.

4. Pargalayici (Degradative) Plazmidler: Konakg¢! bakteriye toluen ve
salisilik asit gibi molekdilleri metabolize etme 6zelli§i kazandirirlar.

5. Virulans Plazmidleri: Konakgt bakteriye patojenite  6zelligi

kazandirirlar.
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Plazmidlerin klonlama vektorleri olarak kullaniimasini  saglayan
6zelliklerden bazilari ise sunlardir®: %4 &

- Kugik oluglan, plazmid DNA'nin izolasyonu ve manipulasyonunu

kolaylagtirir.

- Halkasal yapida olusglari, kimyasal izolasyon sirasinda DNA'nin daha

stabil kalmasini saglar.

- Badmsiz replikasyon orijinine sahip olusian, kromozomal DNA

kontroliinden bagimsiz olarak gogalabilirler.

- Kopya sayilarinin ¢ok olusu, hicre icinde birden fazla sayida

bulunabilirler (DNA ampilifikasyonunu saglar).

- Segici bir marker gene sahip oluslarn, plazmidi bulunduran klonlarin

segimini kolaylagtirir.

Plazmid vektorlerin istenen batin ozellikleri bir arada bulunduracak
sekilde gelistiriimesi bir seri caligsmalar sonunda basariimigtir.

Bu calismalarda ilk basamak pMB1(veya ColE1) replikonu tasiyan
plazmidlere secici marker genler (tet’ ve amp”) aktariimasi olmustur.

Daha sonraki yillarda yapilan ¢alismalar, hem vektér boyutunu hem de
bir gok restriksiyon endonikleazla kesilerek olugturulan DNA pargalarint kabul
edebilme kapasitesini arttirma Uzerinde yogunlagsmistir. Bir ¢ok nedenden
dolayi kiigiik boyutlu plazmidler tercih edilir®® ¢7:

- Transformasyon verimi plazmid buylkluga ile ters orantihdir. Cizelge

2.1'de buyuklik ve transformasyon verimi arasindaki iligki verilmigtir®.

Cizelge 2.1. Plazmid buyuklig ve transformasyon verimi.

Plazmid biyuklagii (kb) Mak. Transformasyon (%)

2.0 57
3.2 100
4.3 86
12.5 43
20.0 36
39.0 14
54.0 6

- Kugiik plazmidlere daha biiytik DNA pargalan takilabilir.
- Restriksiyon haritalari ile karekterize etmek daha kolaydir.

- Plazmid boyutu buyiidiikge hiicredeki kopya sayisi azalir.



Son yillarda vektorler Gizerindeki restriksiyon enzimi kesim bélgeleri daha
da arttinimis ve kesim bélgeleri sentetik olarak bir araya getirilmistir. Seri halde
bir araya getiriimis kesilme bolgeleri 'polilinker’, 'restriksiyon bélge bankalary'
(restriction site banks) veya 'coklu klonlama bélgeleri' (‘polycloning sites' veya
'multiple cloning sites') olarak isimlendirilmektedir. Birgok vektérde bu bélgedeki
kesim noktalan yalnizca bir tanedir. Coklu kionlama bélgesini tagiyan plazmid
vektorler Gzerindeki galismalar, rekombinant kolonilerin histokimyasal yéntemle
segcilebilmesine olanak veren pUC serisi plazmidierin gelistirimesini saglamigtir.
Bu vektorler E. coli lac (lactoz) operonundan B-galaktozidaz'in a-komplementini
(amino-terminal pargasini) kodlayan bir DNA pargasini (Lac Z genini) tasirlar.
Bu gen igine, okuma gergevesini (open reading frame) bozmayacak sekilde
ilave edilen ¢oklu klonlama bélgesi (MCS) enzim aktivitesine zarar vermez. Bu
Ozellikteki vektorler B-galaktozidaz'in karboksi-terminal pargasint kodlayan
konakgi hicrelerle birlikte kullanilir. Ayn ayri olduklarinda aktivite géstermeyen
bu iki parga bir araya geldiginde aktif bir enzim olusturur. p-galaktozidaz,
kromogenik ve laktoz analogu bir madde olan X-gal (5-bromo-4-chloro-3-indolyl-
B-p-galactoside)' i pargalayarak mavi renk olugturmasina neden olur. Yani X-
galli plaklarda bu o6zellikteki bakteriler mavi koloni olustururlar. MCS igine
yapilan kionlamada p-galaktozidaz'in a-komplementi sentezlenemedigi i¢in (gen
inaktive edildiginden) ayni ortamda rekombinant plazmidi tasiyan bakteriler
beyaz koloni (normal koloni) olustururlar. Bu sekildeki basit renk testinin
gelistiriimesi rekombinantlarin segimini oldukga kolaylagtirmisgtir.

Plazmid vektorlerin gelistiriimesi, bir gok amaca yénelik olarak bir takim
yardimci dizilerin ilave edilmesiyle devam etmistir. Bu amaglardan bazilart DNA
dizi analizi igin tek iplikli DNA kaliplarinin olusturulmasi, klonlanan genin in vitro
transkripsiyonu ve klonlanan genden verimli bir sgekilde ilgili proteinin
ekspresyonudur® &,

Hem plazmid vektérlere ornek olusturmasi icin hem de bu tez
caligmasinda vektér molekileri olarak kullanildigindan, pUC18 ve pRS416
plazmid vektorlerinin yapist (Sekil 2.2.) ve ozellikleri genel olarak izah

edilecektir:
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pUC18/19 plazmid vektorieri kiiglik (2686 bp) ve yiiksek kopya sayisina
sahip E. coli plazmidleridir. Her ikisi de ayni 6zelliklerdedir yalnizca MCS
bélgelerinin orientasyonu farkhidir. Bu pazmidler Gzerinde bulunan yapilar su
sekildedir®,;

1- pMB1 replikonu: pBR322 orijinli olup plazmidin replikasyonundan
sorumliudur. pUC serisi plazmidlerin yiiksek kopya 6zelliine sahip
olmasi rop geni olmayigl ve rep geni icinde bir nokta mutasyonu
bulunmasindandir.

2- bla geni: Ampisiline direng saglayan p-lactamase kodlayan bir
gendir, pBR322 orijinlidir.

3- LacZ geni: M13 mp 18/19 orijinlidir (bu genin 6zellii yukarida
aciklanmigtir).

PMB1 replikonu tagiyan plazmidler kloramfenikol kullanilarak amplifiye edilebilir.
pRS416 plazmid vektdéri yukaridaki yapilara ilaveten su 6zelliklere de
sahiptir:

1- ura3: Mayalara 6zgii minimal ortamda segcicilik saglar. Bu geni
tasiyan vektoérler urasil bakimindan mutant olan maya hicrelerini
konakg! olarak kullanir.

2- ARSH4: Maya kromozomu orijinlidir ve plazmidin maya hiicrelerinde
replikasyonunu saglar.

3- CEN6: Maya kromozomu orijinlidir ve plazmidin hicre iginde

kromozom gibi davranarak sirekliligini saglar.
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Sekil 2.2. pUC18/19 ve pRS416 plazmid vektdrlerinin genel yapilari.
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Son yillarda vektorler Gizerindeki restriksiyon enzimi kesim bélgeleri daha
da arttinlmis ve kesim bélgeleri sentetik olarak bir araya getirilmigtir. Seri halde
bir araya getirilmis kesilme bolgeleri 'polilinker', 'restriksiyon bdélge bankalars’
(restriction site banks) veya ‘¢oklu klonlama bdigeleri' ('polycloning sites' veya
‘multiple cloning sites') olarak isimlendirilmektedir. Birgok vektdrde bu béigedeki
kesim noktalar yalnizca bir tanedir. Cokiu klonlama bdlgesini tasiyan plazmid
vektorler tizerindeki caligmalar, rekombinant kolonilerin histokimyasal yéntemle
secilebilmesine olanak veren pUC serisi plazmidlerin gelistiriimesini saglamistir.
Bu vektorler E. coli lac (lactoz) operonundan $-galaktozidaz'in a-komplementini
(amino-terminal pargasini) kodlayan bir DNA pargasini (Lac Z genini) tasirlar.
Bu gen igine, okuma cergevesini (open reading frame) bozmayacak sgekilde
ilave edilen ¢oklu klonlama bélgesi (MCS) enzim aktivitesine zarar vermez. Bu
Ozellikteki vektérler p-galaktozidaz''in karboksi-terminal pargasimi kodlayan
konakgi hiicrelerle birlikte kullanilir. Ayri ayr olduklarinda aktivite géstermeyen
bu iki parca bir araya geldiginde aktif bir enzim olusturur. p-galaktozidaz,
kromogenik ve laktoz analogu bir madde olan X-gal (5-bromo-4-chloro-3-indolyl-
B-p-galactoside)’ i pargalayarak mavi renk olusturmasina neden olur. Yani X-
gal'li plaklarda bu &zellikteki bakteriler mavi koloni olustururlar. MCS igine
yapilan klonlamada p-galaktozidaz'in a-komplementi sentezlenemedigi i¢in (gen
inaktive edildiginden) ayni ortamda rekombinant plazmidi tasiyan bakteriler
beyaz koloni (normal koloni) olustururlar. Bu sekildeki basit renk testinin
gelistiriimesi rekombinantlarin segimini olduk¢a kolaylagtirmistir.

Plazmid vektorlerin gelistiriimesi, bir gok amaca ydnelik olarak bir takim
yardimci dizilerin ilave edilmesiyle devam etmistir. Bu amaglardan bazilari DNA
dizi analizi igin tek iplikli DNA kaliplarinin olusturulmasi, klontanan genin in vitro
transkripsiyonu ve klonlanan genden verimli bir gsekilde ilgili proteinin
ekspresyonudur® &,

Hem plazmid vektorlere 6rnek olusturmast igin hem de bu tez
calismasinda vektér molekilleri olarak kullaniidigindan, pUC18 ve pRS416
plazmid vektorlerinin yapist (Sekil 2.2.) ve ozellikleri genel olarak izah

edilecektir:
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Bir PCR reaksiyonu igin gerekli olan bilegenler ve fonksiyonlari ise genel

olarak su §ekildedirs3' 89.

1) Deoksiniikleotid Trifosfatlar (dNTPs); polimerizasyon reaksiyonu igin
enerji ve nikleotid kaynagini olustururlar.

2) DNA Polimeraz; termofilik bakterilerden izole edildiginden yliksek
sicakliklara dayaniklidir. DNA polimerizasyonunu saglar.

3) Primerler; kalip molekiil (izerindeki amplifiye edilecek bélgenin siniriarini
belirleyen sentetik oligontkleotidlerdir, ayni zamanda polimerizasyon igin
DNA polimeraz enzimine primer goérevi yapar. Reaksiyonun basarili
olmasindaki en 6nemli faktérlerden biri oldugundan &zenle segilmelidir.
Primer segiminde su kriterler g6z 6niinde bulundurulmaldtr:

- Kendi aralarinda ve diziler icinde komplementer boigeler
olmamal.

- 3 uglarinda Timin (T) bulunmamali. Gunkdl T nikleotid yanhs
eslesmeye daha toleranshidir.

- Tm'leri ayni veya ¢ok yakin olmal.

- GC (Guanin-Sitozin) orani %40-60 arasinda olmali.

- Dizi 1-2 purin bazi ile baslayip bitmeli.

- Bir baz 4'den fazla arka arkaya gelmemeli.

4) Kalip DNA; amplifiye edilecek bélge igin ana kalip (template) gorevi
yapar. Calisilacak olan herhangi bir canlidan o6zenle izole edilir ve
saflagtirihir.

5) Reaksiyon tamponu; reaksiyon ortaminin iyonik direnci, pH' si ve

enzimatik reaksiyonlar igin gereken her seyi bulunduran bir karigimdir.

2.4. Plazmid DNA izolasyonu
Bakteri kultiriinden kromozomal ve plazmid DNA saflagtirimasinda ayni

genel strateji uygulanmakta olup kisaca soyledir®®:



a) Bakteri Kiiltiiriiniin Hazirlanmasi ve Hasad:

Cogu bakteriler sivi besi yerinde kolaylikla Greyebilmektedir. Besi yerleri, -
bakteri hiicrelerinin etkin bir sekilde biiyliylip boélinebilmesi icin gereken bitiin
bilesenleri dengeli bir sekilde icermektedir.

Bakteri kulttirli uygun besi yeri ve ireme sicakhiginda bir gece (~ 12 saat)
uretilir. Bakteri hiicreleri her 20 dakikada bir bélinerek siire sonunda 2-3x10°
hicre/mililitre’'ye ulasacaktir (bu deger E. coli igindir). Kultirin biyumesi 600
nm'deki absorbans (optical density, OD) okunarak izlenebilir. 600 nm’deki 1 OD
birimi, ~ 0.8x 10° hiicre/ml'ye karsilik gelmektedir (Bakteri turiine gére
degisebilir). Bakteri kulturi Aspo nm 'de ~3 OD birime ulaginca, etiivden alinarak
(dustk hizda (4.000-5.000 rpm) santrifiij edilir ve hiicreler ¢oktiirtlir. Besi yeri
(siv1 faz) atilarak hticreler dugiik hacimde lizis tamponda tekrar ¢ézulur.

b) Hiicre Oziitiiniin (cell extract) Hazirlanmasi:

Bakteri hiicreleri sert bir hiicre duvar ve stoplazmik zarla ¢evrilidir. Hiicre
bilesenlerini agiga cikartmak igin bu engellerin ortadan kaldinimas: (hiicrenin
patlatilmasi) gerekmektedir. Hicreler fiziksel veya kimyasal yodntemlerle
patlatilabilir. DNA hazirlanmasina yonelik calismalarda kimyasal teknikler
kullaniimaktadir.

Kimyasal liziste bakteri hiicre duvarini ve hiicre zarini pargalamak igin iki
ayr ajan kullamhr. Kullanilan kimyasal, hticre tirine gére degisebilir. E.coli ve
benzer hiicreler igin hiicre duvan, lizozim, ethylen diamine tetra acetate (EDTA)
veya ikisinin kombinasyonu ile zayiflatilir. Lizozim hiicre duvarina sertlik veren
polimerik bilesikleri (peptidoglikan, miirein tabakasi) pargalar, EDTA ise hiicre
duvannin bitinligunt saglamada gereken magnesyum iyonlarini (Mg*?) baglar
(chelating agent) ve bir de DNA'yi pargalayan hicresel enzimleri inhibe eder.

EDTA ve lizozimle birlikte genellikie sodium dodecy! sulphate (SDS) gibi
deterjanlarda kullanihr. Detarjanlar lipid molekullerini uzaklagtirarak hicre
zannin yapisini bozar ve lizise yardimci olur. Lizat olusturulduktan sonra suda
¢éziinmeyen hiicre artiklan santrifijle uzaklastirilir ve 6ziit berrak slpernatant

halinde kalir.



¢) Hiicre Oziitiinden DNA'nin Saflagtinimast:

Bakteri 6zuti DNA'ya ilaveten 6nemli miktarlarda protein ve RNA da
icerecektir. Degigik islemlerle bu kontaminantlar da uzaklastirilarak DNA saf
hale getirilir.

Hicre 6zatunt deproteinize etmek igin standart bir yol 6ziite fenol veya
1:1 oraninda fenol-kloroform karigimi ilave etmektir. Bu organik ¢dzictler
proteinleri presipite eder fakat DNA ve RNA ya zarar vermez. Bu ¢éziculerin
ilavesinden sonra 6zit nazik bir gekilde sallanarak homojenize edildikten sonra
santrifiij'e alimir. Presipite olan protein molekilleri organik ¢éziicii ve sulu ¢ozelti
arasinda beyaz bir ¢okelti olusturacak sekilde aynhir. Nikleik asitlerin bulundugu
sulu ¢ozelti pipetle dikkatli bir sekilde alinir. Bazi hiicre ézitlerinde protein igerik
fazla olabilir, bu durumda yukaridaki islemler tekrarlanabilir. Fakat bu uygulama
DNA molekuliinde kiriklara neden olabilecegi igin fazla tekrarlanmasi pek tercih
edilmez, Bunun yerine 6zit fenol agamasindan énce pronaz veya proteinaz-K
gibi bir proteazla muamele edilebilir. Bu enzimler polipeptitleri kiigiik birimlere
ayirarak fenolle daha kolay bir sekilde uzaklastirimasini saglarlar. Bazi RNA
molekilleri de 6zellikle mRNA, fenol muamelesi sirasinda uzaklastirilir, fakat
¢odu sulu ¢ézeltide DNA ile birlikte kalir. RNA’y1 soliisyondan uzaklastirmanin
en etkin yolu molekilleri hizli bir sekilde riboniikleotid alt birimlerine ayiran

ribontikleaz enzimi ile pargalamaktir.

d) DNA’nin Yogunlagtiriimasi:

Basarili bir izolasyon, g¢oguniukla daha fazla yodunlastirmaya gerek
kalmayacak sekilde yogun bir DNA soliisyonu ile sonuglanir. Seyreltik ¢ozelti
elde edilmesi durumunda DNA konsantrasyonunu arttiracak metotlar kullanihr.
Cogunlukla kullanilan yogunlagtirma yéntemi etanol presipitasyonudur. Tuz
variginda (Na® gibi monovalent katyonlar) ve -20°C veya daha disik
sicakhklarda saf etanol (absolute ethanol) polimerik nikleik asitleri etkin bir
sekilde presipite eder. DNA soliisyonu yodun ise etanol ustte kalir, DNA ise
arada yogunlasir. Bu durumda DNA etanol iginden temiz bir cam gubukla ahnir

ve yeterli miktar TE buffer' da (Ek 1.9.) veya saf suda ¢6zilur.
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Alternatif olarak, eger ¢ozelti seyreltik ise presipitasyon santrifiljle toplanir
ve sonra steril suda veya TE buffer'da tekrar ¢ézilir. Etanol presipitasyonun bir
avantaji da kisa zincirli ve monomerik niikleik asitleri soltisyonda birakmasidir.
Riboniikleaz muamelesinde olusan ribonikieotidler de bu agamada arindinbir.

Kromozomal DNA hazirlanmasi ile plazmid DNA hazirlanmasi arasindaki
énemli bir fark, plazmid DNA'yi bir arada bulundugu buylk miktardaki
kromozomal DNA'dan ayirmaktir. lki tip DNA'y: birbirinden ayirmak zor olabilir.
Fakat plazmid klonlama vektorii olarak kullanilacaksa bu zorunludur. Cok kiigik
miktarlardaki kromozomal DNA kontaminasyonu bile gen kionlama deneylerinde
istenmeyen sonuglara neden olabilir. Plazmid DNA hazirlanmasi sirasinda
kromozomal DNA'yi uzaklastiracak degisik metodlar vardir. Bunlarin tek veya
birlikte kullanilmasiyla ¢ok saf bir sekilde plazmid DNA’nin izolasyonu mimkin
olmaktadir. Bu metodlar plazmid DNA ve kromozomal DNA arasindaki fiziksel
farkhiliklara dayanmaktadir. Bu farkliliklarin en belirgini blytkluk farklandir, 6rn.
en blyilk plazmid bile E.coli kromozomunun % 8'i kadardir ve ¢ogu plazmidier
cok daha kuguktur. Kigik DNA'yi biyiklerinden ayiran teknikler plazmid
DNA'y: etkin bir sekilde ayirabilecektir.

Biylkluk farkina ilaveten, plazmid ve kromozomal DNA konformasyonu
(molekalin komple yapisi) da farklidir. Plazmidler ve bakteriyel kromozom
sirkuler (¢cembersel) yapidadir, fakat hiicre 6ziti hazirlanmasi sirasinda
kromozom kirilarak lineer forma doéntigtr. Sirkiller DNA'yi1 lineer DNA'dan ayiran

metot, plazmid DNA'nin saf olarak elde edilmesini sadlayacaktr.

Plazmid Amplifikasyonu (kopya sayisinin arttirimasi):

Bakterilerdeki plazmid DNA kromozomal DNA'ya gore gok kigtk bir
orandadir. Bakteri kilturinden elde edilen plazmid miktan hayal kirikhgina
ugratacak kadar disik olabilir. Bu yiizden plazmid amplifikasyonu verimi
arttirmak i¢in énemlidir. Bazi multikopya plazmidler (hiicrede 20 veya daha fazla
sayida bulunanlar) protein sentezi olmadi§i zamanlarda c¢odalma
6zelligindedirler. Bu durum kromozomal DNA ile gelisir, ¢linkii kromozomal DNA
bu sartlarda replike olmaz. Kultirdeki hiicre yogunlugu yeterli miktara ulagtiktan

sonra ortama protein sentezini inhibe eden bir ajan (6rn. chloramphenicol) ilave
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edilerek inkilbasyona ~12 saat daha devam edilir. Bu sire iginde plazmid
moleklleri replikasyona devam eder fakat kromozomal DNA replikasyonu ve
hiicre bdlinmesi bloke edilir. Sonugta plazmid, hiicre basina ylzlerce kopya
sayisina ulasir (Sekil 2.3b).

Plazmid amplifikasyonu igin bir alternatif de inkiibasyon sirasinda besi
yerine belirli miktarda, plazmidin tasidigi antibiyotik direng geni cinsinden
antibiyotik ilave etmektir. Bu durumda bakteri ortamdaki antibiyotige direng igin

otonom olarak plazmid sayisini normalin Ustlne gikaracaktir (Sekil 2.3a).

a) Antibiyotikli ortsmnds inkiibasyon Multikupya plasiuid
e tasiyan bakteri

-
O £ 58loos)
. “Plasmid DNA

Kromozomal DNA

Hiicre kiiltiirii T
{Antibiyotikh ) Hiicre kiiltiirii

b) Kiiltiir yeterli yogunluga geldikten sonra klor mafenikol ilavesi

R =
Q
‘ "' kloramfenikol
...~/

——————f

ITiicre kitltinii Hitcre kiltiu it Hucre kKultunni

$ekil 2.3. Plazmid amplifikasyonu. a) Antibiyotik ilavesiyle b) Kioramfenikol ilavesiyle.
Yukarida kisaca agiklanan plazmid izolasyon yo6ntemlerinin detaylar

asagida verilmigtir.

a) Biiytikliik Farkina Dayali Ayirim

Bakteri hicreleri ¢ok dikkatli ve kontrolli bir sekilde lizise ugratilirsa
kromozomal DNA kiriimalan ¢ok az olacaktir. Agiga ¢ikan kromozomal DNA
hala plazmidden ¢ok buyuktir (kirlma olsa bile) ve hiicre artiklaryla birlikte
santrifugasyonla uzaklastirilabilir. Bu isleme su gercek de yardimci olur;
bakteriyel kromozomal DNA hiicre zarina fiziksel olarak bagdl durumdadir ve bu
baglanti kopmadi§i strece DNA bagh oldugu zar pargasiyla gékecektir. Bu
yuzden hicrelerin lizise ugratilmasi sirasindaki islemler ¢gok dikkatli bir sekilde
yuratulmelidir. E.coli ve benzer bakteriler icin kontrolli bir lizis Sekil 2.4.'de




goruldigu gibi yapilabilir. EDTA ve lizozim ile muamelede ani patlamayi
6nlemek icin iglem sukroz varhiginda yapilir ve sferoplastlar (hiicre duvari
kismen zayiflagtiriimis hicreler) olusturulur. Bu agamada sferoplastlann lizisi
ortama Triton X-100 gibi non-iyonik deterjanlar (non-iyonik deterjaniar
iyoniklerden daha az kromozomal kiriklar olusturur) ilave edilerek
gergeklestirilir. Santrifligasyonla hemen tamamen plazmid igeren berrak bir lizat
(stpernatant) elde edilir. Bu ydntemin dezavantaji ise lizat iginde hala kigik
kromozomal artiklar kalmis olabilir ve eger plazmid DNA biyiikse hiicre
artiklarlyla ¢okelebilir. Bu yuzden kromozomal DNA kontaminasyonunu

engelleyen alternatif metotlar kullanmak gerekir.

Steroplast
] - ﬁ) Plazmid .

Bakteri hucresi ": Lizat. - _
O NSO Lizozim+EDTA Deterjan Lg\g_) Santrifij Yo
O RS ——— 5 0) ——— %) ¥ 02
3 f W25 Sukroz O o of SDS, Triton X- 100 WE Buv;uk DHA O
e [} (o) 8 0 pargalan ¢

. .. N

Hicre zan Pargalanmg hilere duwan Hucre artiklar M

Sekil 2.4. Bakteri htcrelerinin kontrollu bir sekilde patiatiimasi.

b) Konformasyona Dayali Ayirim
Plazmidlerin her zaman sirkiiler konformasyonda oldugunu séylemek
dogru degildir, ¢lnki ¢ift sarmalli DNA halkalan birbirinden oldukga farkl iki
konfiglirasyondan birini alirlar. Plazmidlerin gogu, hiicrede siiperkoil molekdller
olarak bulunur. Superkoil konformasyonu yalnizca her iki polinikleotid
iplikgiklerinin de saglam oldugu (kirk olmadi§i) durumlarda korunur. Bu forma
daha teknik bir dille kovalent olarak kapall halkasal DNA (covalently closed-
circular DNA, cccDNA) denir (Sekil 2.5a). Eger
Centik Polintikleotid ipliklerinden biri kirlirsa ¢ift sarmal

normal, ¢ézilmis duruma dénecek ve plazmid acik
halkasal (open-circular DNA ,0cDNA) konformas-

. yon olarak isimlendirilen sekli alacaktir (Sekil 2.5b).
a) Superkoil  b)Agik halkasal

Superkoil durum plazmid izolasyonunda 6nemlidir,

Sekil 2.5. Superkoil ve Halkasal

DNA konformasyoniar, cunkl stiperkoil molekuller diger DNA'’ lardan
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oldukga kolay bir sekilde aynilabilirler. Bu igslem igin yaygin olarak iki farkli metot

kullaniimaktadir;

l. Alkalin denatiirasyonu

Bu yéntemin temel prensibi sudur; éyle dar bir pH arali§i vardir ki bu
aralikta siiperkoil olmayan DNA denatire olurken siperkoil plazmidier
etkilenmez. Hiicre 6zutine veya lizata sodyum hidroksit (NaOH), ilave edilerek
pH 12.0-12.5e ayarlanir. Bu pH araliginda siperkoil olmayan DNA
molekillerinin hidrojen baglan kirilir ve ¢ift sarmal yapi agilir, polintkieotid
zincirleri ayrilir. Tam bu sirada ortama asit ilave edilerek aniden pH dusirular ve
denatiire olmus DNA iplikgikleri rasgele diizensiz bir sekilde tekrar birlesir. Bu
durum karmasik bir DNA yumag: olugsmasina neden olur. Suda ¢ézinmeyen bu
ags| yap! santrifigasyonla ¢okeltilir ve stipernatant iginde saf plazmid DNA kalir
(Sekil 2.6.). Bu iglemin bir avantaji da bazi durumlarda (6zellikle SDS ile lizis ve
sodium asetat ile nétralizasyon yapildiginda) cogu protein ve RNA molekilleri
de insoluble hale gelir ve santrifijlenerek uzaklastinlir. Islem iyi yiratilirse

fenol ve ribonukleaz muamelesi gerekmeyebilir.

L XN ST . 5 —
.................. e pH120-125 pH7.0 e Santrif 43
LR — - - _— — '.J—:_

- ey LN} ALy 7-”_'_ P'aSmld'-H '.E EE

G
! L
e Lineer DNA « w

Lineer DNA  SiiperKoil plasmid Tek ipfikii DNA Lineer DNA yumafy _ peieti

Sekil 2.6. Alkalin denattrasyon metodu

ll. Etidyum Bromid-Sezyum Klorid (EtBr-CsCl) yogunluk gradienti

santrifilgasyonu:

Bu yontem daha genel olan yogunluk gradienti santrifiigasyon tekniginin
Ozellegtiriimis bir versiyonudur. Sezyum kiorid (CsCl) solusyonunun yiksek
hizda santrifijlenmesi yukaridan asagiya dogru artan bir yoguniuk gradienti
olusturur (Sekil 2.7a). Makromolekiiller CsCl solusyonu icinde santrifiijlendigi
zaman yogunluk gradienti icinde farkli noktalarda bantlar olusturur. Bir
molekalin tam olarak nerede bant olugturacagi onun buyant densitesine (bd)
baghdir. DNA yaklasik 1.7 gr/em® liik bir bd’'ne sahiptir ve gradient iginde CsCl
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yogunlugunun 1.7 gr/em® oldugu noktaya gog eder. Protein molekilleri daha
kiiglik bd'ne sahip olduklar igin tiipin Ust boigesinde kalirken RNA'lar tabana
¢Okerek pelet olustururlar (Sekil 2.7a).

4| b
J 18 Protsin ) #-butanol
Tampan
e 1
1.65] Linear ve
{ocDHJ\ =
Artar 170 DNA ’ —)
3 -
EtBr-,
Siperooil W = [
1.75 DRA i
1.8 RNA QMA= - ONA icts e
n L E 1 = Mpona geger
Ciﬂ::;_mﬁam‘luk '!lfﬁ:"’l’ yogunbak gradicnt

Sekil 2.7. a) CsCl ile yogunluk gradienti olusturuimasi b) CsCI-EtBr santrifgasyonu ile
lineer ve siperkoil DNA molekillerinin ayrimas:.

Yogunluk gradienti, DNA, RNA ve proteinleri ayirabildigi igin DNA
saflagtinimasinda fenol ve riboniikleaz uygulamalarina alternatif olarak
kullanilabilir. Daha énemlisi, etidyum bromid (EtBr) varhiginda yogunluk
gradienti  santrifligasyonu siiperkoil DNA'yl digerlerinden ayirmak igin
kullanilabilir. EtBr DNA molekiline baz ciftleri arasina girerek baglanir
(intercalating) ve ¢ift sarmalin kismen agilmasina neden olur ( Sekil 2.8.).

Bu agilma lineer DNA'da bd'nin 0.125 griem™a

oraninda azalmasiyla sonuglanir.  Superkoil
DNA'da serbest ug olmadigi igin gok az bir oranda
acllma olur ve vyalmzca simirh miktar EtBr
baglayabilir, sonugta bd'indeki azalma g¢ok azdir
(yalnizea 0.085 gr/cm®). Stiperkoil DNA, lineer ve
agik halkasal DNA'ya gére EtBr-CsCl yogunluk
gradientinde farkli  bir pozisyonda band

Sekil 2.8. EtBr On DNA bazlan olusturacaktir. DNA bantlarinin tiipteki yerleri tip

arasina girerek konformasyonunu E : 5 - A 3

degistirmesi. UV'ye tutularak tespit edilir ve tiip (plazmidlerin
oldugu noktadan) bir enjektorle delinerek

plazmidler alimir. Plazmide baglanmis olan EtBr n-butanol ile, CsCl ise diyalizle
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uzaklastinhir. Elde edilen plazmid %100 oraninda saftir ve kullanima hazirdir
(Sekil 2.7b)%3.

2.5. DNA Konsantrasyonu ve Saflik Derecesinin Olgiilmesi

Kesim, ligasyon ve transformasyon gibi reaksiyonlar hazirlanirken
sividaki DNA miktarimi ve saflik derecesini bilmek olduk¢a 6nemlidir. DNA
konsantrasyonu UV (Ultra Viyole) spektrofotometresi ile dogru olarak
olculebilmektedir. Soliisyon tarafindan emilen (tutulan) UV miktari 6rnekteki
DNA miktari ile dogru orantiidir. Absorbans genellikle 260 nm’de &Slgilir. Bu
dalga boyundaki her absorbans degeri 50 pug/mi ¢ift sarmali DNA miktarina
karsilik gelir (Azo nm'de 1 OD = 50 pg/ml DNA). Bu deger tek iplikli DNA
(ssDNA\) igin 33 pg/ml, RNA igin ise 40 pg/mi'dir™.

UV absorbanst ayni zamanda DNA’nin safigini kontrol etmek igin de
kullanilabilir (260 nm’de nukleik asitler, 280 nm’de de proteinier pik verir). Saf
bir DNA érneginde 260 ve 280 nm deki absorbans orant Azso nm/A2so nm = 1.8’ dir.
1.8'den dusik degerler érnekte protein veya fenol kontaminasyonu, 1.8’den
biiyuk degerler ise RNA kontaminasyonu varhgini gosterir (RNA i¢in Azso nm/Azs0
am= 1.8-2.0 diIr).

2.6. Restriksiyon Endoniikleazlar

Cift ipliki DNA molekdllerini yalnizca 6zgun tanima dizilerinden kesen
6zel enzimler grubudur. Restriksiyon endonikleazlar hemen hemen butin
bakteri turleri tarafindan sentezlenir. Bakteriye giren virislerin nikleik asitlerini
parcalayarak viral enfeksiyonlara engel olduklarindan restriksiyon, DNA
molekilinil genelde ug kisimlar degil daha icten kestikleri icin de endoniikleaz
ismini almuglardir. Birbirlerinden kuglk farklarla ayrilan (¢ tip restriksiyon
endontikleaz vardir; Tip I, Tip Il ve Tip Ili. Tip I ve Tip lll olduk¢a kompleks olup
genetik muhendisligi galigmalarinda kullanimi sinirlidir.

Tip Il endonukleazlarin tamma dizileri 6zgiin, palindromik, kesim yeri
tamdig) dizi iginde ve kesim sekli de duzenlidir (Tip 1. ve Tip il
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endonikleazlarda bu 6zellikler yoktur). Bu enzimler oldukga stabildir ve kofaktor
olarak yalnizca Mg*? a ihtiyag duyarlar. DNA Uzerinde 4-8 niikleotidlik &zel
tanima dizilerine sahiptirler. Kesim sekilleri, tanima dizisi icinde ya kat (blunt) ya
da yapigkan (sticky veya cohesive) ug olusturacak sekildedir (Sekil 2.9.).

Restriksiyon endonikleaziarin bazilan tanima dizilerindeki bir veya iki
nikleotid degisimlerine toleransli olabilir (dejeneratif 6zellik), bazilar ayni
tanima dizilerine sahip olabilirler (izosimerler) ve bazilan da farkli tanima
dizilerine sahip olduklan halde ayni sekilde yapiskan ug olusturabilirler (uyumiu
enzimler). Son durumda olusan molekiillerin birlestiriimesi halinde hibrid diziler
olugsur ve bu dizi daha 6nceki enzimler tarafindan taninmaz fakat baska
enzimler tarafindan taninabilir.

Restriksiyon endoniikleazlarla hazirlanacak bir reaksiyonda DNA/Enzim
orani, tampon bilesimi ve inklibasyon sicakligi dikkat edilecek en &6nemli
kriterlerdir. Kural olarak bir Gnite enzim, 1.0 ug ADNA'y1 1 saat icinde kesen
enzim miktar olarak kabul edilir ve ayarlamalar buna gére yapiiir. Enzimler %50
oraninda gliserol icinde pazarlandigindan reaksiyon ortamindaki gliserol
miktarinin artmamasi igin, enzim miktari reaksiyon hacminin 1/10'unu
gegmemelidir. Ortamdaki fazla gliserol ve enzim/DNA arasindaki dengesizlik
(enzim miktarindaki fazlalik) durumunda enzim DNA'yli 6zgiin olmayan
bélgelerden kesebilir ve dizi igindeki kesim vyerini de degistirebilir (star
aktivitesi). Reaksiyon suresi sonunda (~1-1.5 saat), son konsantrasyon 10 mM
olacak sekilde EDTA ilave edilerek, isiya hassas olanlar icin 70 °C'de 15-20
dakika tutularak veya fenol ekstraksiyonu yapilarak reaksiyon durdurulur®.

2.7. Ligazlar

ki ayrr DNA molekiliniin birlesmesini (ligasyonunu) katalizleyen
enzimlerdir. Hucre iginde DNA ligazlarnin gérevi; DNA replikasyonu sirasinda
oldugu gibi (okazaki fragmentlerinin birlestiriimesi) ¢ift sarmali DNA
molekillerinde ortaya g¢ikan tek iplik Gzerindeki kopukluklan (discontinuties)
tamir etmek, fosfodiester bagini kurmaktir (Sekil 2.9) (kopukluklar zaman

asimina ugrayan DNA'da kendiliginden de olabilir). Cogu organizmalarda, DNA
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ligazlanin gorevi, iki ayn ¢ift sarmalh DNA molekillerini birlestirmektir (Sekil
2.9.). Bu yuzden DNA ligazlar hiicrede oldukga hayati 5neme sahiptirler. Butin
canlt hiicreler DNA ligaz Uretirler fakat genetik mihendisliginde kullanilan DNA
ligaz genellikle T4 fajla enfekte olmus E.coli bakterilerinden saflastirihir?,

a) Kopukluk [discontinuity] b) iki molekiiliin birlegtirilmesi
tamirl ¢ kapukiuk {iy Kiit uglu (ii) Yapigkan uglu
)0 00000000 )0 0000 0000¢ w )00 ¢
] ONA ligaz J ona tigez J oMa ligaz
)OO0 0000000 )0 0000000018 )0 000000008

Sekil 2.9. DNA ligazlarla katalizlenen reaksiyon tipleri

2.8. Jel Elektroforezi

Proteinler ve diger bir c¢ok biyolojik bilesiklerde oldugu gibi DNA
molekiilleri de elektriksel bir yiik (negatif yiik) tasirlar. Sonugcta, elektriksel bir
alana konduklarinda pozitif kutba dogru gé¢ ederler. Molekultn gog iki faktoriin
etkisi altindadir; sekli ve yikinin kitlesine orani. Fakat gogu DNA molekulleri
ayni sekle ve ayni yik/kitle oranina sahiptir. Bu ylizden farkli blyukliklerdeki
DNA pargalari, standart elektroforez yéntemiyle birbirinden ayrilamaz (buytiklik
farkina ragmen ¢ok kiigik fark olusur). EJer elektoforez iglemi agaroz,
poliakrilamid veya ikisinin kansgimindan olusan bir jel ortaminda
gerceklestirilirse, buyuklik molekulin goégini etkileyen bir faktor olur. Jel
ortami, DNA molekillerinin anoda dogru hareketi sirasinda iginden gegmek
zorunda oldugu karmasik agsi veya gozenekli bir yapi olugtur. Buradaki hareket
hizi tamamen molekQltn blylkliiga ile orantihdir (kiigik olan daha hizli gider).
Bu sekildeki buyukiuge bagh hareket, farkh buyikluklerdeki (bir nikleotidlik
farkla bile) molekillerin birbirinden ayriimasina neden olur. Jel
konsantrasyonlarinin ayarlanmasiyla (Cizelge 2.2.) agarozla 1 kb'dan 30 kb'a
kadar, poliakrilamid ile de 1 bp'den 300 bp'e kadar olan farklar etkin bir sekilde

ayrilabilmektedir®®.
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Gizelge 2.2. Agaroz ve akrilamid konsantrsyonlar ve ayirabildikleri DNA biyukitkleri

Agaroz mik. (%) DNA (kb) 4 Akrilamid mik. (%) DNA (bp)
0.3 60-5 3.5 100 - 1000
0.6 20 -1 5.0 80 - 500
0.7 10-0.8 8.0 60 - 400
0.9 7-05 120 40 - 200
1.2 6-04 20.0 10 - 100
1.5 4-0.2
2.0 3-0.1

Agaroz jeller yatay kaliplara genelde 0.5 cm kalinhkta, poliakrilamid jeller
ise dikey kaliplara 0.3 mm kalinlikda dokalir. Olugan DNA bantlarim jelde UV
altinda gorebilmek igin EtBr ile boyanmasi gerekmektedir. Burada 25 ng'dan az
DNA igeren bantlari gézlemek pek mumkin olmaz. Bu durumda daha hassas
yontemler kullamhir. Orn., Outoradiografi ile 2 ng DNA igeren bantlar bile
goruntilenebilmektedir®.

Jel elektroforezi kesim sonucu olusan farkh buyuklukteki DNA
pargaciklarint pozitif kutba dogru siriikleyerek bantlar olugturur. Bantlarin
buylkluklerini tahmin etmenin en basit yolu standardize edilmig bir kesim
reaksiyonu Uriinii (marker) kullanmaktir. Orn., A DNA Hind Il ile 23 kb ile 125 bp
arasinda degisen, buyiklikleri belirlenmis sekiz pargca (23130, 9416, 6557,
4361, 2322, 2027, 564 ve 125 bp'lik pargalar) olusturur. Bu sekilde bir marker
kullanarak %5'lik bir yanilma ile fragmanlarin buyiikitigt tahmin edilebilir®.

2.9. Transformasyon

Transformasyon, herhangi bir DNA molekaliinin canl bir hicreye
girmesi anlamindadir. Cogu bakteri tirleri ortamdaki DNA molekillerini
alabilirler fakat alinan molekil Gizerinde konakg¢i bakteri tarafindan taninan bir
replikasyon orijini yoksa pargalanir. E.colide dahil bir gok bakteri tiirl normal
kosullarda yalnizca sinirh miktarda DNA molekilana alabilirler. Bu turlere, bir
takim fiziksel ve kimyasal uygulamalarla ortamdaki DNA molekdllerini kolaylikla
alabilme 6zelligi kazandirilabilir ve bu sekildeki bir uygulamaya maruz kalan

bakteriye de kompetent bakteri denir®.
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3. GEREC ve YONTEM

3.1. Gereg

Bu galismada kullanilan biyolojik ve kimyasal maddelerin baslicalar; T4
DNA (Escherichia coli B, ATCC 11303 kaynakl), Lamda faj DNA (Escherichia
coli W3110 kaynakl) ve Micrococcus luteus Sigma'dan, Primerler lyontek'den,
vektdr molekilleri ve konakgl bakteri (Escherichia coli XL1 Blue MRF)
Stratagene'den, kullanilan restriksiyon endoniikleazlar ve Tag DNA polimeraz
Boehringer Mannheim (Roche)'den, PCR optimizasyon kiti Sigma'dan, besi
ortamlarn ve kullanilan diger kimyasallar Merck ve Sigma'dan satin alinmisgtir.

Kullanilan baglica teknik malzemeler ise; Thermal cyler (Techne,
Progene), Spektrofotometre (Pharmacia-Biotech, Gene Quant), Jel gérintileme
cihazi (UVitec), Santrifijler (Hettich, EBA12), Otoklav (Niive, OT 4060), Hassas
terazi (Ohaus, Analitical grade), Su banyosu (Memmert), Etiv (Nlve), Otomatik
pipetler (Biohit ve Socharex), Vorteks (Cat 3M 6/1), Calkalayici (lka-vibrax
VXR), Steril kabin (Bilser), pH metre (NEL), UV (Vilber Lourmat), Elektrofrez
tanki ve Gug kaynagi (Atto), Deepfreez (Argelik 2020D), ve Buzdolabi (Argelik,
no-frost), aragtirmanin yapildigi C.U. Ziraat Fakiltesi Zootekni B&lum
Biyoteknoloji ve Genetik Miithendisligi ile C.U. Tip Fakiiltesi Tibbi Biyoloji ve

Genetik ABD laboratuvarlarinda bulunmaktadir.

3.2. Yontem

Bakteriofaj T4 lizozim geninin plazmid vektérierle klonlanmasi igin
yapilan bu tez caligmasi; lizozim geninin PCR'la bakteriofaj T4 genomundan
izolasyonu, PCR arinQ ve vektdér molekaliniin ligasyonu, olusan rekombinant
molekilin konakgl bakteriye transforme edilerek rekombinant kolonilerin
secilmesi ve enzim aktivitesinin belirflenmesi igcin uygulanan ydéntemleri

kapsamaktadir.
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3.2.1. Bakteriyofaj T4 Lizozim Geninin PCR ile Amplifikasyonu ve

Ligasyona Hazirlanmasi

PCR icin gereken bilesenler; kalip DNA molekili (template), primerler,
dNTP'ler, termostabil DNA polimeraz ve reaksiyon tamponudur. Bu ¢aligmada
primerler hari¢ diger bilesenler hazir olarak satin alindi. Primerler ise, T4
genomuna ait dizi analizi Gzerinde lizozim geninin bulundugu bdlgeden segildi.
Bu segim, primer dizilerinin hazirlanmasindaki bitiin kriterler (bkz. sayfa 15)

dikkate alinarak agagida izah edildigi sekilde yapiidi.

3.2.1.1. Primer Se¢imi

Internet taramalari ile T4 lizozim geni ve T4 genomunun tamamina ait
niikleotid dizileri (Gizelge 3.1. ve 3.4.) gesitli veri kaynaklarindan alindi™" 7% 73,
Bu dizi analizleri dikkatli bir sekilde incelenerek, lizozim geninin yeri genom
Uzerinde saptand! ve geni T4 genomundan ayirmada kullanilacak olan primer
dizileri belirlendi. Primer dizilerinin segildigi bolgeler Cizelge 3.1. ve 3.4.'de
cerceve iginde gosterilmektedir.

PCR uranini daha sonra kesip, yapiskan uglar olusturarak vektérle
ligasyonunu kolaylastirmak icin her iki primerin de 5' uglarina Bam HI
endontikleaza ait tanima dizisinin * GGATCC?) kalip DNA {izerinde (primerlerin
secildigi yerde) karsihgi bulunmayan kismi ilave edidi. ligili enzimin
secilmesinde su dnemli noktalar dikkate alindi:

1. Cogaltilacak olan gen boéigesi iginde tanima bélgesine sahip

olmamasi.

2. Vektor molekilil tizerindeki ¢oklu klonlama bélgesinde kesim yapan

enzimlerden biri olmasi.

3. Kesim yapabilmesi igin kesim bdélgesinin her iki tarafinda belli sayida

nikleotid gerektirip gerektirmediginin belirlenmesi.

Yukaridaki kriterlere Bam Hl endoniikleazin uygun oldugu saptandi.

Cuanki:
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1. Gogaltilacak olan DNA bélgesi, 'restriction mate'™

programi

ile

taranarak tanima dizisi olan endonlkleaziar belirlendi ve Bam HI'in

ilgili bélgede tanima dizisi olmadigi gorilda (Cizelge 3.2.).

Cizelge 3.1. Lizozim geninin T4 genomu igindeki yeri.

LOCUS T4 168899 bp DNA PHG
DEFINITION T4 Genome.
ACCESSION T4
KEYWORDS
SOURCE Bacteriophage T4.
ORGANISM Bacteriophage T4

Viruses; dsDNA viruses,
Myoviridae; T4 phage group.
REFERENCE 1 (bases 1 to 168899)

09-0CT-1996

no RNA stage; Tailed phages;

AUTHORS Kutter,E., Arisaka,F., Kunisawa,T., Tsugita,A., Mosigq,G.,
MesyanzHinov,V., Ruger,W. And Stidham,T.
TITLE Bacteriophage T4 genome analysis
JOURNAL Microbiological Reviews (1996)
CDS complement (66497..66991)

/gene="e"
/codon_start=1
/product="1ysozyme"
/transl_table=11

/Translation="MNIFEMLRIDERLRLKIYKDTEGYYTIGIGHLLTKSPSLNAAKSELDKAIGRNCNGV
ITKDEAEKLFNQDVDAAVRGILRNAKLKPVYDSLDAVRRCALINMVEQMGETGVAGFTNSLRMLQQKRWDE

AAVNLAKSIWYNQTPNRAKRVITTFRTGTWDAYKNL"™
Sequence (5'->3'") (sense)

I T PP PPR

66361 TGGCCTTTAC TACAGAAGCT TCGGCAATAA
66421 AAATATTTTA ATTAGTAATT GTCTATTCAA
(primer b&lgesi) (Genin sonu)

66481
66541
66601
66661
66721
66781
66841
66901
66961

67021
67081

GAGAAAGTAA

ACAGCTttat

taatgacteg
ctgetgette
caccggttte
gagaatcata
catcctgatt
caatagecttt
gaccgatgee
catctatacg

TTATAAAATT
CACTGAGTAC

ttttgegega
atcccagegt
tececatttgg
aaccggtttt
aaagagtttt
atctaattca
aatagtgtaa
taacattteca

agatttttat
ttaggtgttt
ttttgttgaa
aaaaccatat
aatttageat
tcageectcat
gatttagcag
tagecettetg
aatatatteg

ATTCTTGATA
GTAATTGTGA

acgcgteccca
gattatacca
gcatacgtaa
taatcaatge
ttetcagaat
cttttgtaat
cattaagtga
tgtetttata
tAATACCTCC

(Genin baglangici)
AAAAGAGGTT GTTCATTATT CGGTAAAGTG
GAGGAATAAG AGCAAAAGCG TCCATCTCTG

TGTTTTCATA
ATATACTATC

agtgccagtt
tatactttta
agagttagta
acagcgacga
tcecgegaaca
tacaccattg
tggacttttt
gattttaagt

..................

TGTTTCCTTT

ACAATTICCAA|

ctaaacgttg
gctaagttaa
aatcctgececa
accgecatcaa
gcagcatcaa
caattacgce
gtaagcaaat
ctaagacgtt

[TAAGTATTTA

TAGAAGGTAT

(primer bslgesi)

AAGGACCCAT
GAATCATAAC

CACATATTGC
GCCATCTTTA
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2. Bam HI, klonlamada kullanilacak olan vektér molekiillerinin (pUC18

ve pRS416) ¢oklu klonlama bdigesinde tanima dizisi bulunan
endoniikleazlardan biridir (Sekil 3.1.).

Promega katalogu incelendiginde Bam HI''n kesim bdlgesinin 5'

ucunda fazladan bir nikleotid olmasa bile kesim yapabildigi

gortlmustar (Cizelge 3.3.).

Gizelge 3.2. T4 lizozim geni iginde tanima dizisi olan endoniikleazlar ve tekrar sayilart.

T4 lizozim geni iginde tanima dizisi olan restriksiyon endoniikleazlarin;

Adi Tekrar | Adi Tekrar | Ach Tekrar | Adh Tekrar § Adi Tekrar
Sayisi Sayist Sayisi Sayisi Sayisi
Alul 3 |Bovl 1 |Ecot051 |2~ [HapW |2 [Mael [3 ]
Accll |3 |Bsp423t |1 |EcoRI {1 [|Hhall |2 Mse | 7
Acsl (1 IBst71l |1~ |Fnu4Hi 4 " |Hinfl T2 " IMvni |3
Apo | 1 Bsa Al 2 FnuDil |3 Hinc i 1 Miu | 1
Age | 2 Cvi Ji 6 Fsil 1 Hindll |1 Msp | 2
AfLIl 1 Cvi RI 1 Hin 6l 1 Hind il |0 Ple | 1
Bam Hi 0 Cfr 10l 3 Hin P11 |1 Hha | 1 Psp14061 | 1
Bst Ul 3 Cfol 1 Hgu | 1 ltal 5 Tru 91 6
Bsr FI 3 Dde | 4 Hpa ll 2 Mae II 3 Tsp El 7

Cizelge 3.3. Bazi restriksiyon endonikleazlarin lineer DNA pargalarini ug bélgelerinden
kesim sekilleri®>.

% Kesim Kesim bdige- % Kesim Kesim bdlge-

Enzim iik kesim | bagans:, sinden &nceki Enzim Iik kesim | basans:, sinden 6nceki
(Enzim mik.) | niikleotid say. {Enzim mik.) || niikleotid say.

Acc 65l Ecl 1361l | 95 (10u/pg) 3 Eco Rl Eci 136l | 100 (5u/ug) 3

Bam Hi Hin cll 100 (10u/ug) 9 Eco RI Eco 24| 100 (2u/ug) 1

Bam HI Sal | 100 (10u/ng) 7 Hin cll Pst| 33 (10u/ug) 1

Bam Hi Acc 651 | 100 (2u/ug) 4 Hind Il Pst | 100 (5u/ug) 7

Bam H Kpn | 100 (2u/pg) 4 Hind il Pae | 0 (10u/ug) 1

BamHI [ Xbal 100 (5u/ug) 1 Kpn | Eco 24 |0 (10u/pg) 1

Bam HI Cfr ol >50 (10u/ug) 0 Pae | Hind 1ll 75 (10u/pg) 1

Bam HI Eco 8801 | >90 (10u/ug) 0 Pst | Hinc il 100 (5u/ug) 3

Cfr 9l BamH| | 95 (10u/pg) 0 Pst| Pae | 0 (10u/pg) 1

Ecl 1360 |[Kpnl 80 (10u/ug) 1 Sal |l Pst | 0 (10u/pg) 1

Eco 24| Kpn | 80 (10u/ug) 1 Smal Eco 24| 100 (2u/ug) 5

EcoRI Cfr 9 100 (2u/ug) 11 Smal BamHi__ | 20 (10u/pg) 0

EcoRIi Eco 881 | 100 (10u/ug) 11 Xba | Hin cli >85 (10u/ug) 3

EcoRI Acc 65| 100 (5u/ug) 7 Xbal Bam HI | >30 (10u/ug) 1

EcoRI Kpn | 100 (5u/ug) 7

*Bu ¢aligmada pUC19 DNA'si kullanilimis ve kesimler MCS boigesinde yapilmisgtir. lik kesim
yapildiktan sonra DNA *P ile isaretienmis daha sonrada kesim basarisi kontrol edilecek olan
enzimle kesilerek kesim basarilari otoradyografik inceleme ile tespit edilmistir. Ayni zamanda bu
enzimin tanima dizisine kadar olan nukleotid sayis! da belirlenmigtir.
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Dikkat edilmesi gereken bir diger husus da, primer dizisinin klonlanan
gende vektdrle ligasyonundan sonra ¢ergceve kaymasi (frame shift)
mutasyonuna neden olmayacak sekilde ayarlanmasidir. Bu nokta, ilgili genin
ekspresyonu vektor izerindeki promotorun (6rn. lac promotoru) kontroliinde
olacaksa 6zellikle 6nemlidir. Boyle bir duruma meydan vermemek igin lizozim
geni ve vektor molekluniin klonlama bélgesine ait nikleotid dizileri ve kodonlar
(Sekil 3.1. ve Cizelge 3.4.) dikkatli bir sekilde incelendi ve gergeve kaymasi
olusturmayacak sekilde gerekli ayarlamalar yapilarak primer dizileri belirlendi.

B) pUClB”i"d m Smal

Pael Sl sall  Xbal _Bamill Kent _Sacl_ oo

*"*5'CAA GCT TGC ATG CCT GCA GGT CGA CTC TAG AGG ATC CCC GGG TAC CGA GCT CGA ATT CGT3'" -
++-3'GTT CGA ACG TAC GGA CGT CCA GCT GAG ATC TCC TAG GGG CCC ATG GCT CGA GCT TAA GCAS5'.-.

B)pPRSA16 .y Kpn | Xho |
*+**5'GCG CGC GTA ATA CGA CTC ACT ATA GGG CGA ATT GGG TAC CGG GCC CCC CCT CGA GGT CGA
«++5 3'CGC GCG CAT TAT GCT GAG TGA TAT CCC GCT TAA CCC ATG GCC CGG GGG GGA GCT CCA GCT

Cial _Hind Eco RI Bam HI Xbal
CGG TAT CGA TAA GCT TGA TAT CGA ATT CCT GCA GCC CGG GGG ATC CAC TAG TTC TAG AGC
GCC ATA GCT ATT CGA ACT ATA GCT TAR GGA CGT CGG GCC CCC TAG GTG ATC AAG ATC TCG
sacl Bss Hi

GGC CGG CAC CGG GGT GGA GCT CCA GCT TTT GTT CCC TTT AGT GAG GGT TAA TTG CGC GCT 3' ---
CCG GCC GTG GCC CCA CCT CGA GGT CGA RAA CAA GGG RAA TCA CTC CCA ATT AAC GCG CGA 5' ...

Sekil 3.1. pUC18 ve pRS416 vektdrlerinin LacZ geni igindeki ¢oklu kionlama boigelerine
ait nikleotid dizileri, kodonlar ve tanima dizileri olan endontikleazlardan bazilart.

Cizelge 3.4. T4 Lizozim genine ait nukleotid dizisi ve kodonlar®.

ID MYT4ER1 3; parent: MYT4ERI

CDs 49-543 (595 bp)

/translation="MNIFEMLRIDERLRLKIYKDTEGYYTIGIGHLLTKSPSLNAAKSELDKAIGRNCNG
VITKDEAEKLENQDVDAAVRGILRNAKLKPVYDSLDAVRRCALINMVEFOMGETGVA

GFTNSLRMLQQKRWDEAAVNLAKSIWYNQTPNRAKRVITTFRTGTWDAYKNL"

Sequence 543 bp: (5" 3")

1  ACC_TCT TTT AAT TTT ATA AAT ACC TTC TAT AAA TAC TTA GGA GGT ATT
49 ATGPAAT ATA TTT GAA ATG TTA CGT ATA GAT GAA CGT CTT AGA CTT AAA
97 ATC TAT AAA GAC ACA GAA GGC TAT TAC ACT ATT GGC ATC GGT CAT TTG
145 CTT ACA AAA AGT CCA TCA CTT AAT GCT GCT AAA TCT GAA TTA GAT
193 GCT ATT GGG CGT AAT TGC AAT GGT GTA ATT ACA AAA GAT GAG GCT
241 AAA CTC TTT AAT CAG GAT GTT GAT GCT GCT GTT CGC GGA ATT CTG AGA
289 AAT GCT AAA TTA AAA CCG GTT TAT GAT TCT CTT GAT GCG GTT CGT CGC
337 TGT GCA TTG ATT AAT ATG GTT TTC CAA ATG GGA GAA ACC GGT GTG GCA
385 GGA TTT ACT AAC TCT TTA CGT ATG CTT CAA CAA AAA CGC TGG GAT GAA
433 GCA GCA GTT AAC TTA GCT AAA AGT ATA TGG TAT AAT CAA ACA CCT AAT
481 CGC GCA AAA CGA GTC ATT ACA ACG TTT AGA ACT GGC ACT TGG GAC GCG
529 TAT AAA AAT CTA TAA AGC TGT TTA CTT TCT CTT GGA ATT GTG ATA GTA
[3' ACA AAT GAA AGA GAA CC 5'|

£
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Yukarida belirtilen 6zellikleri tagiyacak sekilde dizayn edilen ve lizozim
genini T4 genomundan ayirmada kullanilacak olan primer dizileri Sekil 3.2.'de

verilmistir.

Primer A: ° CGGATCCCTTCTATAAATACTTAS'

3

Bam HI Amplifiye edilecek DNA

Fazlalk  yamma dizisi bélgesine dzgin diziler
1

Primer B: ° CGGATCCAAGAGARAGTAAACA?'

Sekil 3.2. Lizozim genini T4 genomundan ayirmada kullanilacak primer dizileri.

3.2.1.2. Programlama

Primerin kalip DNA'ya yapistigi sicaklik (annealing sicakli§i) reaksiyon
Grananin 6zgallaga igin énemli bir kriterdir. Kullandiimiz primerlerin 6zelligi
geregi iki ayr annealing sicakligi uyguland..

Primerlerin Tn'leri [ Tn.=2(A+T) + 4(G+C) | formili kullanilarak hesap

edildiginde;

Primer A igin (>’ CGGATCCCTTCTATAAATACTTA®") Tm= 62 °C ve

Primer B igin ise (>’ CGGATCCAAGAGAAAGTARACA?') Tp= 62 °C'dir.

Bu durumda annealing sicaklidi her iki primer icin de ayni ve 59 °C olarak
alinabilecektir (Tr' nin 2-5°C asagisi annealing sicakligi olarak alinmaktadir).

Primerlerin koyu ve alt ¢izili olarak gosterilen kisimlarinin kalhp DNA (T4
DNA) zerinde komplementerleri olmadigindan birinci dongide sarkik
(karsiliksiz) olarak kalmalari gerekecektir (Sekil 2.3.). Bu durumda ise ilk
hesaplama sonucuna goére verilecek olan annealing sicakh§: (59 °C) primerlerin
kalip DNA' ya yapigsmasini 6nleyecek kadar yiksek bir sicaklik olacaktir. Cunki
sarkik uglar hesaba alinmadiginda Ty,'ler, Primer A igin 42 °C ve Primer B igin
ise 48 °C'dir. O halde ilk iki déngl icin yapisma sicakhigi 40 °C olarak
alinabilecektir. Olugsan reaksiyon (rinleri daha sonraki déngulerde tercihen
kalip molekil olarak kullanilacag: igin tigincti dongliden itibaren annealing

sicaklig ilk hesaplamaya gére (59 °C) alinmistir.
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.............

Komplementeri olmavan

. T
. nukleotidler (sarkik ug) Primer A AGG .
s c\(‘ + Komplemaenteri cimavan c?

A ! :
Gk\ Primer B niikleotidler (sarkik ug)
TCCAAGAGAAAGTAAACA RN

RN ERENER RN

TGTTARGGTTCTCTTTCATTTGTCGA&ATATC . TATAAGT. gTAATGGAGGATTCRTAAATRTCTTCCATAAAT

Sekil 3.3. PCR"in birinci déngtstinde primer ve kalip DNA durumu

Yukaridaki agiklamalar dogrultusunda hazirlanan Thermal Cycler

programi Cizelge 3.5.'de verilmigtir.

Cizelge 3.5. Lizozim geninin PCR'1 igin Thermal Cycler'a verilen program.

Prog.Gruplarr* Sicakhklar Siire Déngu Sayisi
1 95 °C 35 saniye 1
94°C 1 dakika
2 40°C 1 dakika 2
72°C 1 dakika
94 °C 1 dakika
3 59°C 1 dakika 15
72°C 1 dakika
94 °C 1 dakika
4 59°C 1 dakika 10
72°C 1.5 dakika
5 72°C 7 dakika 1
6 4°C Maksimum 24 saat 1

* Her bir program déngi sayis! bitiginde bir sonrakine baglanir.

3.2.1.3 Reaksiyonun Hazirlanmasi

Reaksiyonu hazirlamadan énce reaksiyon bilesenleri tek tek incelendi ve
stok kontaminasyonlarini 6nlemek amaciyla her birinden gtnltk kullanimlar igin
steril ependorflara belli miktarlarda paylastiridi.

Sigma PCR Optimizasyon Kiti (Ek 3.4.) protokolinde PCR
reaksiyonundaki bilesenlerinin miktarlarn 50 pl'lik reaksiyon hacmi igin su sekilde
dnerilmektedir:

- 5ul 10X reaksiyon tamponlarinin birinden

- 1ul 50X Universal tampon

- 1ul 10 mM dNTP karigimi
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- Her bir primerden 200 ng

- 200 ng Kalip DNA

- 2.5 U Termostabil DNA polimeraz

- 50 ul'ye tamamlayacak kadar su

PCR'da tampon bilesimi ve ortam pH'si reaksiyon verimini etkileyen en
dnemli faktérlerdendir. Oncelikle, reaksiyon sonunda kalitatif ve kantitatif olarak
en iyi sonucu verecek ve daha sonraki PCR reaksiyonlarinda da kullanilacak
olan tampon bilesiminin belilenmesi igin optimizasyon kitindeki butin
tamponlann kullanildigi bir optimizasyon reaksiyonu hazirlandi. Reaksiyonlar
mimkin oldugu kadar steril sartlarda ve buz Uzerinde, en son enzim ilave
edilecek sekilde 12 ayn tupte ve her tup igin farkh bir reaksiyon tamponu

kullanilarak hazirlandi (Cizelge 3.6.).

Gizelge 3.6. Optimizasyon reaksiyonu. 12 ayr tlpte hazirland: ve her tup igin farkl bir
10X'lik reaksiyon tamponu kullanild (diger bilegenler hepsinde ayni)

Reaksiyon Bilegenlerinin;
Cinsi Stok Kon. Alinan Mik
Su (saf ve steril) - 40
T4 DNA (kahp) 150 ng/pl 1.5 ul
Primer A 560 ng/ul 0.5l
Primer B 510 ng/ui 0.5 pl
DNTP karisimi 10 mM ul
Universal Tampon* 50X 1l
Reaksiyon tamponu(12 adet)* 10X 5ul
Tl DNA polimeraz 5 U/ul 0.5 ul
Toplam 50 ul

* Tampon bilegimleri Ek 3.4.'de verilmigtir.

0.5 ml'lik ependorflarda bu sekilde hazirlanan reaksiyon karigsimi daha

6nce programlanmig olan cihazin érnek bloguna yerlestirildi ve cihaz ¢ahstinidi.

3.2.1.4. PCR Uriiniiniin Elektroforezi ve Jelden Aritiimasi

Program tamamlandiktan sonra reaksiyon Urinleri ve daha énce marker
olarak kullaniimak amaciyla Hind lll ile kesilen lamda DNA' ya 6X yiikleme
tamponundan (Ek.1.6.) 1/5 oraninda (1 hacim yukleme tamponu, 5 hacim
reaksiyon uriinil) ilave edildi ve hafifce pipetlendi. Ornekler %1'lik agaroz jel
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kuyularina dikkatli bir sekilde yiklendi ve 100V, 40mA'de yaklagik 90 dakika
sireyle elektroforeze tabi tutuldu (jelin hazirlanigi Ek .1.5.'de verilmistir).

Elektroforez sonunda her bir reaksiyon i¢in olusan bantlar, miktar tahmini
icin bant parlakliina, reaksiyon kalitesi icin de nonspesifik amplifikasyonlar olup
olmadigina bakilarak degerlendirildi ve en iyi sonucu veren reaksiyon tamponu
belirlendi.

Beklenen yerde olusan DNA bantlan temiz bir bistiri ile dikkatli bir
sekilde kesildi, jel fazlasi temizlendi ve darasi alinan temiz bir ependorf tupe
konarak miktar tespit edildi.

Ek 3.4.'de verilen antma kiti ve protokolu kullanilarak jel igindeki DNA
agarozdan artildi. Elisyondan (DNA'nin bagh bulundugu silika matriksden
ayrilarak ortamdaki siviya gegmesi) sonra 5 ul'si alinarak spektrofotometrede
(260 ve 280 nm'de) okundu, miktari ve saflik derecesi tip (zerine yazilarak

ileride kullanilmak iizere +4 °C'de korundu.

3.2.1.5. PCR Uriiniiniin Kesimi ve Ligasyona Hazirlanmasi
Bir onceki islemle aritilan ve spektrofotometrik 6lgimi yapilan PCR
arand, Cizelge 3.7.'deki uygulamaya gére Bam HI' [a kesim reaksiyonuna alindi.

Cizelge 3.7. PCR 0riini igin hazirfanan kesim reaksiyonu.

Reaksiyon Bilegenlerinin;
Cinsi Stok Kon. Alinan Mik
Su - 2 ul
PCR trunt 0.08 pg/ul 15 ul
Reaksiyon Tamponu 10X 2 ul
Enzim (Bam HI)* 10 U/ul 1 ul
Toplam 20l

*Kesim bolgesi uglarda oldugu icin promega katalogundaki uygulama da (Gizelge 3.3.)
dikkate alinarak enzim miktan normalden fazla kullaniidi.

Kesim reaksiyonu sonunda, PCR arintinin Sekil 3.4.'deki gibi yapigkan

uglu hale gelmesi beklenmektedir.
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PCRa godaltilan lizozim geni(552 bp)

CGGATCCAAGAGARAGTARAC. . .. ... TAAGTATTTATAGAAGGGATCCG
GECTAGETTCTCTTTCATTTG. . « .« . . . ATTCATARATATCTTCCCTAGGC
Bam HI Bam HI
kesim bdlgesi lBam Hi kesim bdlgesi
G GATCCAAGAGAAAGTAAAC. . ... .. TAAGTATTTATAGAAGG ~ GATCCG
CECTAG GTTCTCTTTCATTTG. - .. ... ATTCATAAATATCTTCCCTAG  GC
L : : !
Kirpilan parga Kesim sonrasi (546bp) kirpilan parga

Sekil 3.4. PCR trtintnin Bam HI ile kesilmesiyle beklenen sonug.

Kesim reaksiyonu sonucunda PCR urininin uglarindan kirpilan kigik

pargaciklarin (6 + 6 = 12 nikleotidlik) reaksiyonunda istenmeyen ligasyonlarin

olusmasina neden olabileceginden uzaklastinimasi gerekmektedir. Ayni

zamanda

kesim reaksiyonunda kullanilan Bam HI endonikleaz da ortamdan

uzaklastinimahdir. Bunlar yapabilmek igin reaksiyon triiniiniin ya elektroforeze

tabi tutularak tekrar jelden arntiimasi ya da fenolle deproteinizasyon yapilip

etanolle c¢oktiralmesi gerekecektir. Burada deproteinizasyon ve etanolle

¢coktiirme yontemi kullanildi.

Bu

islem igin;

Reaksiyon karngimi Gzerine 70 pl TE ve 10 ul de 3 M Sodium asetat
(pH 4.8) ilave edilerek hacim 100ul'ye ¢ikartild.

Bir hacim (100 ul) fenol-kloroform-isoamil alkol (25:24:1) ilave
edilerek 3-5 dakika slireyle yavas yavas karigtiridi.

15000 rpm'de 5 dakika santrifiljlendi ve stipernatant (ust faz) dikkatli
bir sekilde alinarak bagka bir tiipe aktarildi.

Bir hacim kloroform-isoamil alkol (24:1) ilave edilerek 3-5 dakika
slireyle yavasg yavas karigtiriidi.

15000 rpm'de 5 dakika santrifijlendi ve supernatant dikkatli bir
sekilde alinarak bagka bir tipe aktariidi.

Daha sonra 2-2.5 hacim etanol ilave edildi, vortekslendi ve bir gece
-20°C'de bekletildi.
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- Oda sicakliginda, 15000 rpm'de (maksimum hizda) 15 dakika
santriftjlendi ve stipernatant atildi.
- Tup ters gevrildi ve oda sicakliginda 10-15 dakika bekletilerek alkoliin
buharlagsmasi saglandi.
- Pellet Gzerine 15-20 Wl TE tamponu (Ek 1.9.) ilave edildi ve bir gilin
bekletilerek iyice ¢bziinmesi sagland..
Bu iglemlerle, hem kesim reaksiyonunda kullanilan endoniikleaz hem de
kirpilan pargaciklar (uygulanan santrifigasyonla ¢oékemeyecek kadar kigiktiir)
ortamdan uzaklastirildi ve PCR driinii, Bam Hl'la kesilmisg bir vektér molekuliyle

ligasyon yapabilecek duruma getirildi.

3.2.2. Klonlama Vektérierinin izolasyonu ve Ligasyona Hazirlanmasi

Bu tez galismasinda kionlama vektérii olarak pUC18 ve pRS416 plazmid
vektérieri kullanildi (Sekil 2.2. ).

Ek 2.2.'de verilen protokole gére, pUC18 ve pPRS416 plazmidleriyle
transforme edilen E.coli XL1 Blue MRF susu, LB besi yerine (Ek 1.7.) inokile
edilerek bir gece Uretildi ve plazmidleri izole edildi. Plazmid izolasyonlarinda
kismen modifiye edilen Birnboim ve Doly (1979)"° alkalin denatiirasyon
protokolit (Ek 2.2.) kullanildi. lzole edilen plazmidlerden 5'er ul alinarak
spektrofotometrede okundu, miktar ve saflik dereceleri tliplerin Gizerine yazildi.

Plazmid DNA'lar mikrograma 1U enzim (Bam HI) kullanilarak 1.5 saat

slireyle kesim reaksiyonuna alindi. Kesim reaksiyonlari 8 ug DNA kullanilarak

30 pl' lik reaksiyon hacminde gergeklestirildi (Cizelge 3.8.).

Gizelge 3.8. pUC18 ve pRS416 DNA'lar igin hazirlanan kesim reaksiyonlari

PUC18 igin PRS416 icin
Reaksiyon Bilegenlerinin; Reaksiyon Bilesenlerinin;
Cinsi Stok Kon. | Alinan Mik Cinsi Stok Kon. | Alinan Mik

Saf su - 21yl Saf su - 19.5pl
DNA 1.6 ug/ul 5ul DNA 1.2 ug/ul 6.5ul

R. Tamponu 10X 3l R. Tamponu 10X 3l
Enzim (Bam Hl) 10 U/pl 1l Enzim (Bam Hl) 10 Uful T
Toplam 30 pl Toplam 30 ul
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Reaksiyon drinleri marker (Hind IIt ile kesilmis Lamda DNA) ile %1'lik
agaroz jelde yaklasik 1.5 saat siireyle elektroforeze tabi tutuldu. Vektér
molekiillerine ait bantlar jelden alnarak Ek 2.1.'deki protokolle agarozdan
antildi. Elisyondan sonra spektrofotometrik 6lcim yapilarak DNA miktarlari
belirlendi ve ligasyon reaksiyonunda kullanilmak Uzere +4°C'de muhafaza
edildi.

3.2.3. Lizozim Geni ile pUC18 DNA' nin Ligasyonu

pUC18'in transformasyon verimi pRS416'dan daha yilksek oldugu igin®*
ilk klonlama bu plazmid kullanilarak yapildi. Yukaridaki uygulamalarla ligasyona
hazir hale getirilen PCR Griinii (Lizozim geni) ve pUC18 plazmid DNA molekulu
icin hazirlanan ligasyon reaksiyonu Cizelge 3.9.'da verilmigtir. Reaksiyon
karigsimi 15 °C'de 1 gece (~10 saat) inkube edildi.

Gizelge 3.9. pUC18 DNA ve PCR urunt (Lizozim geni) igin hazirlanan ligasyon
reaksiyonu

Reaksiyon Bilegenlerinin;
Cinsi Stok Kon. Alnan Mik
Saf su - 14.5 pl
PUC18 DNA 0.2 ug/ul 0.5 ul
PCR arani 0.05 pg/pl 2 ul
Ligaz Tamponu 10X 2yl
Enzim (T4 DNA Ligaz) 1 U/l 1 ul
Toplam 20 pl

3.2.4. Kompetent Bakteri Hazirlanmasi ve Tansformasyon

Kompetent bakteri olusturmada kullandigimiz E.coli susu (XL1 Blue
MRF), hic plazmid bulundurmayan ancak kromozomal DNA'si Uzerinde
tetrasiklin direng geni (tef) bulunan bir sustur. Ek 2.3.'de verilen protokol
uygulanarak bakteri kompetent hale getirildi ve ligasyon reaksiyonu sivisindan
belli bir miktar alinip ayni protokole devam edilerek transformasyon yapildi.
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3.2.5. Koloni Secimi ve Rekombinantlarin Karekterizasyonu

Transformasyon tiipindeki sivinin tamami 6nce 3 ml'lik antibiyotiksiz sivi
besi ortamina ekildi (bu uygulama, kompetent olusturuima uygulamalariyla
hassaslagsmig olan bakterilerin normal hale dénmelerini ve bu arada plazmidle
tagsinan genlerin digik seviyede de olsa ekspresyonlarini saglayacaktir). Bir
sure sonra (~ 1 saat) buradan 100-200 pl alinarak ampisilin ve X-gal (laktoz
analogu ve B-galaktozidazla pargalandiginda mavi renk olusturan kromogenik
bir madde) (Ek 1.16.) igeren kati besi ortamina bagetle yayilarak 37 °C' de bir
gece inkiibasyona birakildi. Burada koloni olusturan bakteriler ligasyon
reaksiyonunda ya rekombinant (geni almis olan) veya non-rekombinant (geni
almadan kapanmis olan) plazmidlerle transforme olmus olan bakteriler
olacaktir. Her ikisinde de ampisilin direng geni (B-laktamaz kodlar) sadlam
olacagi i¢cin ampisilinli ortamda koloni olusturabileceklerdir. Klonlama lacZ geni
(B-galaktozidazin o-komplementini sentezler) icindeki MCS bélgesine
yapildigindan rekombinant plazmidlerde /acZ geni inaktive olacaktir (insertional
inactivation). Bu plazmidlerle transforme olan bakteriler de ortamdaki X-gal'i
parcalayamayacagindan kolonileri beyaz renkli olarak geligecektir. Diger
taraftan rekombinant olmayan plazmidleri alan bakterilerin /acZ geni saglam
oldugundan X-gal'i kullanacak ve kolonileri de mavi renkli olarak geligecektir.

X-gal'in parcalanmasi sonucu olusan renk degisiminin daha belirgin
olmasi i¢in plaklar buz dolabina alinarak 5-6 saat bekietildi. Daha sonra beyaz
koloniler tespit edildi ve her biri steril bir gsekilde kurdanla alinarak ayni
Ozelliklerdeki kati besi yerine pasajlandi ve tekrar inkibasyona alindi.
Pasajlama rekombinant plazmid igermedigi hailde beyaz renkli olarak gelisen
kolonileri (sekonder koloniler) belirlemek icin yapildi. Pasaj plaklarinda da beyaz
olarak gelisen kolonilerin her birinden ampisilinli sivi besi yerine bakteri ekilerek
Ek 2.2.'de verilen protokolle plazmidleri izole edildi. Gen entegrasyonu Bam
Hl'le yapildigindan geni tekrar gikartmak igin plazmidler bu enzimle tekrar
kesildi. Plazmidi rekombinant halde lineer hale getirmek icin de MCS
bolgesindeki tek noktadan kesim yapan bir baska enzim kullanilarak kesim
reaksiyonu hazirlandi. Orijinal plazmidler de Bam Hl ile kesilerek (tek noktadan
kesim yapan diger enzimlerden biri de kullanilabilir) lineer hale getirildi.
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Reaksiyon rtnleri lamda marker ve PCR ariinii ile birlikte elektroforeze tabi
tutuldu. Jel 'UVldoc' jel géruntlileme cihazi ile fotograflandi ve olugan bantlarin
molekiiler agirhklann ayni cihaza ait bilgisayar programi ile (UVISoft)

degerlendirilerek karekterizasyonlari yapildi.

3.2.6. Lizozim Geni ile pPRS416 Vektoriiniin Ligasyonu

Yapigkan ug olusturmak amaciyla Bam Hl ile kesilen ve aritilan pRS416
plazmid vektériyle, rekombinant pUC18 (pUC18L)'in Bam HI ile kesilmesiyle
acgija cikan ve jelden alinarak antilan lizozim geni Cizelge 3.9.'daki gibi
ligasyon reaksiyonuna alindi. Transformasyon ve Rekombinantlarin segimi ise
3.2.4. ve 3.2.5.'deki uygulamalara benzer sekilde yapildi (farkli olarak pUC18
yerine pRS416 kullanildi).

3.2.7. Klonlamanin Dogrulanmasi igin Yapilan ilave Gahsmalar
1. Rekombinant plazmidlerie PCR

Bu calisma, plazmid vektorlere entegre edilen DNA pargasinin T4
lizozim geni oldugunu ispatlamak icin yapildi. Daha o©nceki PCR
reaksiyonu protokolil (Cizelge 3.6.) aynen uygulandi. Reaksiyon {i¢ ayrn
tipte hazirlandi ve her tupte farkli bir kalip molekl kullanildi. Tiplerden
birinde T4 DNA (kontrol igin) digerlerine ise rekombinant plazmidier
(pUC18L ve pRS416L) kalip olarak kulianild.

2. Lizozim Aktivitesinin Gosterilmesi:
Rekombinant Bakterilerin (E. coli pUC18L veya E. coli pRS416L)
aktif lizozim drettiginin gosteriimesi amaciyla asagidaki denemeler

yapiidi.
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a) Rekombinant bakteriye ait ilireme ortaminin M. luteus iizerine
etkisi:

Bu denemede lizozime en hassas oldugu bilinen ve gram pozitif
bir bakteri olan Micrococcus luteus kullanildi. Bir gece boyunca tremis
olan M. luteus 1/100 oraninda yeni besi yerine inokule edildi ve 37 °C'de
3 saat Uretildi. Daha énceden hazirlanmig olan yumusak agar (Ek 1.17.)
eritildi ve sicakhi§i yaklagik 40-45 °C' ye geldiginde (agarin donmayacagi
ve bakterinin zarar gérmeyecegi bir sicaklik) kiltur ortamindan 100 ul
bakteri alinarak steril bir gekilde yumusak agar icine aktanidi ve karigimin
homojen olmasi igin kisa sireli vortekslendi. Daha fazla beklemeden kati
besi yeri bulunan plak izerine dékulda ve plagin her tarafina yayilmasi
saglandi.

Bir gece lremis olan E. coli pRS416 (kontrol olarak kullaniimaktadir)
ve rekombinant E. coli pRS416L (pRS416+Lizozim geni) kultirlerinden
1'er ml alindi ve 10.000 rpm’ de santrifiijlenerek bakteriler ¢oktirilda. Ust
fazlar dikkatli bir sekilde alindi ve hazirlanmis olan yumusak agarh
plaklarin degisik yerlerine 10'ar ul damlatidi. Bu iglemde her kaltar
ortami igin ayrt ayn plak kullanildi ve Uzerleri etiketlenerek ters
¢evrilmeden etiive kondu ve bir gece bekletildi. Plaklardaki degisiklikler

incelendi, degerlendirildi ve dijital kamera ile gorintilendi.

b) Rekombinant E. coli'nin osmatik basinca olan hassasiyetinin
gosterilmesi:

Rekombinant (E coli pRS416L) ve non-rekombinant (E coli
pRS416) bakteri kilturlerinde normal sartlarda  higbir  fark
gézlenmemesine ragmen Uretilen lizozimden dolayr rekombinant
bakterinin hiicre duvarinin zayiflamis olmasi ve ilave edilen hipotonik
ortamlarin (saf su veya 10 mM tris, pH 8.0) hicreleri patlatmasi

beklenmektedir.
Bir gece wretilmis olan kultir ortamlarinin (E. coli pRS416 ve E.

coli pRS416L) 600 nm'deki optik dansiteleri tespit edilip, orantili olarak

~5' er ml kultir sivisi alindi ve 4500 rpm'de santrifijlenerek bakteriler
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cokturaldi. Bakteri pelletleri Gzerine 0.5 ml, 10 mM'lik Tris (pH 8.0) (saf
su da olabilir) ilave edilip pipetaj yapilarak olusan degisiklikler gézlendi ve

degerlendirildi.

c) Hipotonik ortamin niikleik asitler agisindan degerlendirilmesi:

Bir dnceki denemede, rekombinant bakterinin hipotonik ortamda
sumiksl bir yapi olugturmasi bakterinin patlamis olduu seklinde
yorumiandi. Bdyle bir durumda bakterinin nikleik asitleri ortama
yayilmis olacaktir. Ortamda niikleik asit bulunup bulunmadiginin tespiti
icin su sekilde bir deneme yapildi:

Her iki bakteriye (E. coli pRS416 ve E. coli pPRS416L) ait 10 mM
tris'le ¢ozilen pellet birkag dakika sonra 15000 rpm'de 10 dakika
santrifiljlendi ve sivi faz baska bir tipe alindi. Bu sividan 25 pl alinarak
%1'lik agaroz jelde marker'la birlikte 1.5 saat sireyle elektroforeze tabi

tutuldu. Jel gériintiilenerek olugan bantlar degerlendirildi.

d) Ureme ortamlarinin protein igeriklerine gore degerlendirilmesi:

LB besi yerinde bir gece dretilen E. coli pRS416 ve E. coli
pRS416L bakterilerinin 600 nm'de optik dansiteleri tespit edilerek ~5'er
mi alindi ve 4500 rpm'de santrifijlendi. Supernatantlar temiz deney
tiplerine alinarak lzerlerine esit hacimde %20' lik TCA (TriChlora Acetic

acid) ilave edildi ve olugsan degisiklikler gézlendi.
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4. BULGULAR

4.1. Bakteriyofaj T4 Lizozim Geninin (Gen e) PCR'la Amplifikasyonu
Lizozim genini (gen e) T4 faj genomundan izole etmek amaciyla

gergeklestirilen PCR triintine ait agaroz jel géruntustt Sekil 4.1.'de verilmigtir.

PCR Rr[]nleri

M 1 2z 3 4

Elektroforez ydni

+« 552

Sekil 4.1. Lizozim genine ait PCR truninin %1'lik agaroz jeldeki elektroforezi.
M (Marker): Lamda DNA/Hind Ill, 1-4. Situnlar: PCR Granleri.

Sutun 1 ve 2'deki bantlar optimizasyon kitindeki 5 numarali tamponia,
sttun 3 ve 4'deki bantlar ise 4 numaral tamponla (Ek 3.4.) gergeklestirilen
amplifikasyonlarla elde edilen sonuglardir. Sekil 4.1.'den de gérulecegi gibi en

iyi amplifikasyon 5 numaral tampon ¢ozeltisi ile gerceklesmistir.

4.2. Klonlama Vektérlerinin (pUC18 ve pRS416) izolasyonu
E. coli pUC18 ve pRS416 bakterilerinden elde edilen plazmid DNA'lar
Bam Hl'la kesilerek ve kesilmeden Lamda DNA marker'la birlikte elektroforeze

tabi tutuldugunda Sekil 4.2.'deki sonug elde edilmistir.
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Sekil 4.2. pUC18 ve PRS416 plazmid DNA'larinin %1'lik agaroz jeldeki elektroforezi.
M: lamda DNA/Hind IlIl. 1.siitun: kesilmemis pUC18 DNA. 2.siitun: pUC18 DNA/Bam Hl.
3.siitun: kesilmemis pRS416 DNA. 4. Siitun: pRS416 DNA/Bam HI.

Jel sonuglar UVisoft’”® programi ile degerlendirildiginde plazmidlerin
lineer formda iken (sutun 2 ve 4) molekiiler agirhiklarinin pUC18 igin 2686 bp ve

pRS416 icin 4898 bp oldugu gériild.

4.3. pUC18 + Lizozim Geni (pUC18L) Rekombinantlarinin Tespiti

Lizozim genini (gen e) igeren pUC18 vektoriine ait ligasyon sivisiyla
yapillan transformasyon sonunda bakteriler tarafindan kati besi yerinde
olusturulan kolonilere ait iki plak gérintiisu Sekil 4.3.'de verilmistir. Buradaki
mavi koloniler normal plazmidle (pUC18), beyaz koloniler ise rekombinant

plazmidle (pUC18L) transforme olus bakterilere ait kolonilerdir.
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Maw Kolenilar
Non-rekombinant)

Eéyaz Koloniler
(Rekombinantiar)

Sekil 4.3. Transformasyon sonrasi X-gal ve ampisilin iceren kati besi yerlerine ekilen
bakteriler tarafindan olusturulan mavi ve beyaz koloniler.

Plaklarda beyaz olarak gelisen koloniler ayni dzelliklerdeki yeni kati besi
yerine pasajlanip bir gece Uretildiginde Sekil 4.4.'deki sonug elde edilmistir.
Rekombinant olmayan bazi geng kolonilerin fac Z geni Uriinint tam olarak
eksprese etmediklerinden dolay! bazen beyaz goriinebilmektedirler. Bu nedenle
beyaz koloniler ikinci kez pasajlanip, koloniler tam gelisene kadar dretilerek, test
edilmiglerdir.

Koloni geligmedi
{sekonder kolonilerden)

=~ Beyaz kolom
{Rekombinantiardan)

Sekil 4.4. Sekil 4.3 'deki plaklardan kurdania alinarak ayni ozelliklerdeki ikinci bir plaga
aktarilan beyaz kolonilerin bir gece Gredikten sonraki durumlan.

Pasaj plakiarinda da beyaz olarak geligen kolonilerden izole edilen
plazmidlerin Bam HI ve Hind Ill ile kesim reaksiyonu sonunda yapilan %1'lik
agaroz jel elektroforezine ait goriintli Sekil 4.5A'da verilmistir. Jelde olusan
bantlar incelendiginde lizozim genine (gen e) ait insértll tagiyan rekombinant
plazmidin 1. koloniden izole edilen plazmid oldugu ve Bam Hl ile kesildiginde

gen e insortini olusturdugu goriiliirken; 2 nolu koloniden gikarilan plazmid
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DNA'larinin lizozim geni insértii tasimadiklan (Bam Hl ile kesildiginde gen e
ins6rtiin( olusturmadiklan) gérlmastar.

1. kolonideki bakterilerin rekombinant oldugundan emin olmak igin ayn
koloniden iretilen bakterilerden tekrar plazmid DNA izole edilerek ayni sekilde
kesim yapilip elektroforeze tabi tutuldugunda 546 bp uzunlugundaki lizozim
genine esdeder buytkilkte bir DNA insortl tasidiklar gérolmastar (Sekil 4.58
ve C).

1. koloniden 2 kolomden | koloniden
P, —_—— —
M2 3 4 5 B 7 M 2 3 4 =

23130
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amp'(bia) | =
g n;.-: :_.‘:.:Ila Wi g

puctsL .-/ z:ll i EcoRl{ & §

L\ (6B + 546=T23T bp) mes-Xha | |

i/ ~Smea |

AN FHjmi ~ -
rap (B v, \E5hel =~ )
= ~Eco Rl453 = Bam HI

e

Sekil 4.5. pUC18+Lizozim geni (pUC18L) transformantiarinin tespiti igin iki ayn beyaz
koloniden izole edilen plazmidlere ait %1'lik agaroz jel elekiroforezi sonuglar:
A) M: % DNA/Hind lll. 2. Siitun: PCR'la elde edilen lizozim geni. 3. Siitun: Orijinal pUC18
DNA/Bam HI. 4. Siitiin: 1. Koloniden elde edilen pUC18L DNA/Bam HI. 5. Siitun: 1. Koloniden
elde edilen pUC18L DNA/HInd lIl. 6. Situn: 2 Koloniden eide edilen pUC18L DNA/Bam HI. 7.
Siitun: 2. Koloniden elde edilen pUC18L DNA/Hind Il
B) Birinci koloninin rekombinant koloni oldugunu teyit icin ayni koloniden Gretilen bakterilerden
tekrardan izole edilen plazmidiere ait kesim sonuglar. M: A DNA/Hind lll. 2, Siitun: PCR'la elde
edilen lizozim geni. 3. Siitun: 1. Koloniden elde edilen rekombinant pUC18 DNA/HInd [Il. 4.
Siitiin: 1. Koloniden elde edilen rekombinant pUC18 DNA/Bam Hi 5. Siitun: Orijinal pUC18
DMNA/Bam HI (kontrol)
C) Olusturulan rekombinant vektor molekold (pUC18L)

*Lizozim genine ait insornt bantlan oklarla gtsterilmigtir

46




4.4. pRS416 + Lizozim (pRS416L) Rekombinantlarinin Tespiti

Rekombinant kolonilerin segimi ve karekterizasyonu bundan onceki
pUC18L rekombinantlarinin segimindeki uygulamalara goére yapildi. Beyaz
kolonilerden elde edilen plazmidlerin Bam HI ve Hind Il ile kesimleri sonunda
elde edilen jel goruntuleri Sekil 4.6A'da verilmistir. Jelde olusan bantlar
degerlendirildiginde, gen e'yi bulunduran rekombinant plazmidin 3. koloniye ait
oldugu gorulmektedir.

3. kolonideki bakterilerin rekombinant oldugundan emin olmak igin ayn
koloniden Uretilen bakterilerden tekrar plazmid DNA izole edilerek aym sekilde
kesim yapilip elektroforeze tabi tutuldugunda da yine aym sonug gbzlenmistir
(Sekil 4.6B ve C).

S6d

11 +) i |

£
Fid

fa ural
/

' pRS416L facZ
I"J. {4B984546=5444 bp}

ARSI \
CENG i ;o.y.
- r
. aunp

]
g |

ot |
r Ham bl

-
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Sekil 4.6. pRS416+Lizozim geni (pRS416L) transformantiannin tespiti igin 4 ayn beyaz
koloniden izole edilen plazmidlere ait %1'lik agaroz jel elektroforez sonuclar
A) M: ). DNA/Hind Ill marker. 1. Siitun: Orijinal pRS416/Bam HI. 2.S{tun: 1. Koloniden elde
edilen plazmid DNA/Bam Hi kesimi. 3.Siitun: 1. Koloniden elde edilen plazmid DNA/Hind Il
kesimi. 4.Siitun: 2. Koloniden elde edilen plazmid DNA/Bam HI kesimi. 5.Siitun: 2. Koloniden
elde edilen plazmid DNA/Hind Il kesimi. 6.Siitun: 3. Koloniden elde edilen plazmid DNA/Bam
HI kesimi. 7.Siitun: 3. Koloniden elde edilen plazmid DNA/Hind Il kesimi. 8.Siltun: 4, Koloniden
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elde edilen plazmid DNA/Bam HI kesimi. 9.Siitun: 4 Koloniden elde edilen plazmid DNA/Hind
Il kesimi

B) Uguncu koloninin rekombinant koloni oldugunu teyit igin ayni koloniden Uretilen bakterilerden
tekrardan izole edilen plazmidiere ait kesim sonuglan, M: 4 DNA/Hind Il marker. 1. Siitun: PCR
Grunu. 2.Sdtun: 3. Koloniden elde edilen plazmid DNA/Bam HI kesimi. 3.Siitun: 3 Koloniden
elde edilen plazmid DNA/Hind Il kesimi

C) Olusturulan rekombinant vektor molekili (pRS416L).

*Lizozim genine ait insért bantlan oklaria gosterilmistic

4.5. Klonlamanin Dogrulanmasi igin Yapilan ilave Galismalar
Klonlanan genin Lizozim geni oldugunu ispatlamak igin yapilan dért ayr
denemeden alinan sonuglar asagida verilmistir:

4.5.1. Rekombinant Plazmidlerden Lizozim Geninin PCR ile

Amplifikasyonu

Kalip DNA yerine rekombinanat plazmidlerin  kullaniimasiyla
gergeklestirilen PCR driinlerine ait agaroz jel elektroforez sonuglan Sekil 4.7 'de
veriimistir. Bu amplifikasyonun kontrol amplifikasyonu ile ayni molekiler

biyuklikte bir DNA pargasi Urettigi gorillmektedir

Sekil 4.7. Lizozim geninin rekombinant plazmidler (pUC18L ve pRS416L) Uzerinden
amplifikasyonu (re-amplifikasyon) igin yapilan PCR ‘a ait %1'lik agaroz jel elektroforezi
M: Lamda DNA/Hind IIl. 1.siitun: T4 DNA'min kalp olarak kullaniidiii PCR sonucu (kontrol), 2.
Siitun: pUC18L'ni kalip olarak kullamidigi PCR sonucu. 3. Siitun: pRS416L'nin kalip olarak
kullamidigr PCR sonucu




4.5.2.Rekombinant Kolonilerde Lizozim Aktivitesinin Gosterilmesi

Rekombinant bakteriler tarafindan uretilen lizozimin E (gen e Griin()
aktivitesini gostermek amaciyla, yumusak agara ekili M. luteus (zerine
rekombinant bakteriye ait Greme ortaminin damlatiimasiyla (A), elde edilen
sonug Sekil 4.8'de gérilmektedir. E. coli pRS416'ya ( ait {ireme ortami
damlatilan plakta M. /uteus'un tiremesinde higbir degisikiik gézlenmezken, E.
coli pRS416L (rekombinant bakteri)'nin treme ortami damlatilan plakta (B), bu
bélgelerde M. luteus'un lize olup zon olugturdugu (ireme olmadig)

gozlenmistir.

E coli pRE&16L baldsrisinin Greme
£ ortsiran darnisbl At vesier rlaiu tamamen kaplamig Micrococeus

Sekil 4.8. Lizozim aktivitesinin M. luteus Uzerinde gosteriimesi
A: Yumusak agar icine ekilmis M. luteus Ozerine rekombinant E. coli pRS416L'nin Greme ortami
damiatiimig plak
B: Yumusak agar igine ekilmis M. futeus Uzerine E. coli pRS416'nin (reme ortami damlatiimis
plak (kontrol).

Rekombinant bakterinin Greme ortaminin plaga damlatiimasiyla bu
bélgelerde M. luteus'un lremedigi agikga goriiimektedir (Sekil 4.8A).

4.5.3. Lizozim Geni Tagiyan Kolonilerin Hipotonik Ortamdaki

Lizatlarinda Niikleik Asit Taramasi

Lizozim aktivitesinin gosterildigi diger bir deney ise rekombinant
bakterinin hipotonik ortama (saf su veya 10 mM Tris, pH 8) alinir alinmaz lize
oldudu bunlarin lizatlarinda kromozomal ve plazmid DNA'larin gosteriimesi ile
kanitlanabilir. Bakterinin lize oldugu, ortamin viskos (stimiksi) bir yapi
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almasindan dolayi kolayca anlasiimaktadir. Kontrol olarak kullanilan E. coli
pRS416'nin ayni ortamda glnlerce bekletildigi halde viskos bir yapi olusmadid
gorilmistiir

Yukandaki goézlemi desteklemek amaciyla lizat sivisinin agaroz jelde
elektroforeze tabi tutulmasi ile elde edilen sonug $ekil 4.9.'da gésterilmistir.
Sekil incelendiginde E. coli pRS416L bakterilerine ait lizatin hem kromozomal
DNA hem de plazmid DNA bandini igerdigi gériilmektedir. Ote yandan E. coli
pRS416'da boyle bir sonug gézlenmemistir.

23130

9116
6557

4361

2322
2027

Sekil 4.9, £ coli pRS416L (rekombinant) ve E coli pRS416 bakterilerinin hipotonik
ortama alindiktan sonra olusan sivinin % 1'lik agaroz jeldeki elektroforez sonucu.
M: Lamda DNA/Hind Ill. 1. Sfitun: kesiimemis pRS416L (kontrol) 2.slitun: pRS416/Hind Il
(kontrol). 3. Sdtun: hipotonik ortama alinan E coli pRS416L bakterisine (rekombinant) ait sivi
4. Situn: hipotonik ortama alinan £ coli pRS416 bakterisine ait sivi

4.5.4. Besi Ortamlarindan Proteinlerin Céktiiriilmesi

Lizozimin aktivite gosterdigine iliskin bir diger gézlemde iireme
ortamlarina %20'lik TCA ilavesi sonucu gozlenen durumdur. Bu uygulamada
rekombinant bakteriye (E. coli pRS416L) ait ireme ortamina TCA ilave edilir
edilmez yogun bir gokelme oldugu halde kontrol olarak kullanilan E. coli
pRS416'ya ait sivida boyle hizli bir ¢8kelme olmadigi gérulmustir (data

gosterilememistir).
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5. TARTISMA

Escherichia coli T4 bakteriofajina ait lizozim geni (gen e) daha dnce

43.78 ye gen e'ye ait DNA baz

klonlanarak restriksiyon enzim haritasi ¢ikariimig
dizileri de okunarak yayinlanmistir*'. Bu nedenle, gen e'nin T4 faj genomundan
restriksiyon endonikleazlar yardimi ile dogrudan klonlanmas: yerine, bunun
PCR ile direk amplifikasyonunun daha uygun olacagi dustnulmastir. T4
bakteriofaj lizozim genini (gen e) iginde tasiyan 552 bp'lik DNA pargas! uygun
primerler segilerek PCR ile ilk kez bu g¢alismada ¢ogaltiimigtir. PCR ile
amplifikasyonu yapilan DNA pargasi pUC18 ve pRS416 vektérlerine
klonlanmasini kolaylastirmak amaciyla gen e igerisinde kesim noktasi
bulunmayan bir endonilkleaza (Bam HIl) ait tanima dizileri, segilen primer
dizilerinin §' uglarina ilave edilmistir. Béylece PCR ile amplifiye edilen lizozim
geni, Bam HI enzimiyle kesilerek yapigkan uglar elde edilebilmis ve ayni
enzimle kesilen vektorlere kolayca kaynatilabilmigtir.

Gen e'nin pUC18 vektériine takilmasi ile E. colide T4 lizozim enziminin
(lizozim E) dretimi amaclanirken, pRS416 vektériine takiimasi ile de S.
cerevisiae'de genin eksprese edilmesi hedeflenmigtir. Bilindigi Uzere pRS416 E.
coli ve S. cerevisiae'de replike olabilen bir mekik (shuttle) vektordir.

Gen e'yi tasiyan rekombinant plazmidler (pUC18L ve pRS416L) E. coli
bakterilerine transforme edilmigler ve rekombinant E. coli klonlarinin L ve LB
besi ortamlarinda Gremeleri normal olarak seyretmistir.

Gen e'nin kodladi§i lizozimin, E. coli hicrelerine toksik Dbir etki
gostermedigi hatta lac promotoru ardinda IPTG maddesiyle uyarilarak enzim
sentezinin arttiriimasi ile de bakterilerin lize olmadan normal sekilde Gredikleri
gorulmustir*®. Ayni durum E. coli bakterilerini konakgi olarak kullanan T7 fajina
ait lizozim geninin pBR322 plazmidinde phi 10 promotoru ardinda gigliu bir
sekilde sentezlenmesi sonucunda da gozlenmistir®®. Bu aciklamalardan T4 ve
T7 lizozim genlerinin bakteriyel hiicre duvarlarini pargalamada tek basgina yeterli
olmadiklan gériimektedir. Fajlarin E. collyi enfeksiyonunun son agsamasinda

s6z konusu lizozim enzimleri disinda bazi molekillerin de gérev aldigi
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anlagilmaktadir. Gergekten de T4 fajinin, gen e'nin kodladigi lizozim E disinda
birisi gen 5 tarafindan kodlanan iki farkli lizozime daha sahip oldugu
bildirilmistir’®. Kanimizca lizozim E peptidoglikan yapisindaki hiicre duvarini
zayiflatmakta ancak zayiflamig hlicre duvan, hiicre zan ve dis membranin da
destegi ile L ve LB besi yerindeki tuz sayesinde ortamdaki osmotik basinca
kargi mukavemet edebilmektedir. Bilindigi Uzere L ve LB besi yerleri sirasiyla
%0.5 ve %1 (wfv) NaCl icermektedirler. Hipotezimizi test etmek amaciyla
rekombinant bakteriler L ve LB ortamlaninda uretilmiglerdir. Santrifiijlenerek
bakteriler ¢oktirilmis ve besi ortami uzaklastinlarak yerine hipotonik ortam (saf
su veya 10mM tris pH: 8.0) ilave edilerek hicre lizizi gozlenmigtir. Hiicrelerin
lize olduklari ise ortamda nukleik asitlerin belirlenmesi ile tespit edilmistir.

T4 ve T7 fajlarindan lizozim genlerini daha énce E. colfde kionlayan
arastiricilar ortamda bulunan tuzun bakteriler (izerine 6énemli izotonik bir etkide
bulundugunu fark edememigler dolayisiyla hicreleri dondurup ¢ézerek veya
kloroform kullanarak lize etmislerdir® 4%, Bu calismada ilk kez lizozim E'nin
hipotonik ortamda tek basina E. coli hicrelerini lize etmede yeterli oldugu
gosterilmigtir. Hipotonik ortam olarak kullanilan 10 mM tris'in, saf suya oranla
santrifij sonrasinda daha berrak bir lizat olusturdugu da tespit edilmistir. Ote
yandan lizozim E'nin izotonik ortamda M. luteus'u lize etmeye yeterli oldugu da
gosterilmigtir. Bu durum s6z konusu mikroorganizmanin hiicre duvarinin
lizozime son derece hassas olmasinin bir sonucudur. Clinkii M. luteus ATCC
4698 susu lizozim aktivitesinin 6lglimesinde genellikle standart olarak
kullaniimaktadir®®.

pUC18L ve pRS416L tasiyan rekombinant E. coli bakterilerinin hipotonik
ortamda kolayca lize olmalan plazmid izolasyonunda yeni bir alternatifi de
beraberinde getirmistir. Yaygin olarak kullanilan plazmid izolasyon metodiar
6ncelikle hiicre duvarinin yumurta aki lizozimiyle pargalanmasi, sonra da hiicre
zarinin iyonik veya non-iyonik deterjanlarla (SDS veya Triton-X100) pargaianip
lizat olugturulmas! prensibine dayanir’®. Lizozim geninin vektsr (zerinde
bulunmasi durumunda hiicrelerin lize edilmesi L veya LB besi yerinde Uretilen
bakterilerin dogrudan hipotonik ortama alinmasi ile gergekleseceginden

protokollerde yer alan lizozim ve SDS ilavesi otomatik olarak devre disi

°C° mmﬁ
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birakilabilir. Béylece yapisinda lizozim geni bulunduran plazmidlerin kionlama
amaciyla kullanimi  daha hizh ve daha az kimyasal kullanilarak
gerceklestirilebilir. Ozellikle pRS416. bu maksatla E. coli ve S. cerevisiae
arasinda transformasyon islemlerini hizlandiracak bir prototip vektér olarak
dusginulebilir. Sekil 4.9.'daki bulgular sézkonusu bu iddiayi kanitlar niteliktedir.
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6. SONUCLAR ve ONERILER

Yapilan bu galigma ile T4 lizozim geni (gen e) faj DNA'sindan PCR ile
izole edilerek hem pUC18 hem de pRS416 plazmid klonlama vektérlerine
aktarilmig ve konakgi hiicrede (E. coli XL-1 blue MREF) ilgili genden aktif bir
sekilde lizozim sentezlendigi gosterilmisti. Rekombinant bakterilerden izole
edilen plazmidlerin Bam HI ile kesilip lizozim genine ait 552 bp'lik insértiin
agaroz jelde gosterilmesiyle gen entegrasyonunun tamam oldudu, lizozim E
(gen e tarafindan kodlanan lizozim) aktivitesini gdsteren goziemlerie de
(rekombinant bakterinin Urettigi lizozimden dolayi hassaslagip hipotonik
ortamda lize olmasi, rekombinant bakteriye ait ireme sivisinin yumusak agara
ekili M. luteus'un Gremesine mani olmasi ve Greme ortaminda normalden ¢ok
daha fazla protein oldugunun belirlenmesi gibi) Uretilen proteinin aktif oldugu
tespit edilmistir.

Olusturulan rekombinant plazmid ve konakgi hiicreler tarafindan
sentezlenen lizozim kullanilarak, ileride asagida verilen veya bunlara benzer
degisik caligmalar yapilabilir:

1. Lizozim genini tagiyan ve aynt zamanda da bir maya vekt6éri olan

pRS416L plazmidi maya hiicrelerine aktarlabilir.

2. Lizozimin maya hicrelerindeki ekspresyonunu ve aktivitesi
degerlendirilebilir.

3. Lizozimin, bakteri hiicrelerindeki diger proteinlerin sekresyonu Uzerine
etkileri degerlendirilebilir.

4. Lizozim ureten maya hucrelerini kontrollil bir sekilde cesitli deney
hayvanlarina yedirerek immin sistemi uyarnp uyarmadiji test
edilebilir.

5. Kanser gelistiriimis olan deney hayvanlar (izerinde anti-tumér aktivite
gosterip gostermedigini gdézlemlemek igin gcalismalar yapilabilir.

Butin bu ve galismalanin hedefinde, alinacak olumlu sonuglann insan

Uzerinde de benzer sonuglan verebilmesi igin yapilabilecek adaptasyonlar

olmalidir.
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EKLER

EK-1
Kullanilan Kimyasallar, Soliisyonlar ve Hazirlanmasi
Asagida verilen kimyasal ve sollsyonlarin hazirlanmasinda kaynak

" 88 esas alinmistr.

olarak "Molecular Cloning
Hazirlanan soliisyonlar genelde konsantre stoklar halindedir. Calisma

konsantrayonlarina ulastirmak igin stoklardan belli oranlarda alinarak seyreltilir.

Konsantrasyon doénistirmelerinde basitce su formtilden yararlanilabilir;

My x Vi =M, x V)

M, = Hazirlanan stok konsantrasyon (M, N veya %).

V, = Stoktan alinmasi gereken miktar (v).

M, = Calisma (son) konsatrasyonu (M, N veya %).

V2 = Hazirlanacak olan gozelti (caligsma gozeltisi) miktan (v).

1.1.0.5 M EDTA (pH 7.5 ve 8.0)

Istenen hacimlerde 0.5 M olacak sekilde gerekli EDTA tartilir, bir miktar
su ile ¢ézulur, NaOH ile pH'lar ayarlandiktan sonra gerekli hacme tamamlanir,
otoklavlanir (121 °C'de 15-20 dakika) ve 4°C'de saklanir.

1.2. 0.5 M Tris-HCI, (pH 7.5 ve 8.0)
Istenen hacimlerde 0.5 M olacak sekilde gerekli Tris baz tartilir bir miktar
su ile ¢ozulur, HCI ile pH'lar ayarlandiktan sonra gerekli hacme tamamlianir,

otoklavlanir ve 4°C'de saklanir.

1.3. EtBr (10 mg/ml)
Hazirlanmak istenen hacim igin gereken miktar Ethidium Bromid (EtBr)

dikkatli bir sekilde tartilir ve suda iyice vortekslenerek ¢ézulir. Isida hassas
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oldugu igin renkli bir cam sisede veya aliminyum folyo ile sarilarak +4°C'de
saklanir. Jele son konsantrasyon 0.5 ug/ml olacak sekilde ilave edilir.

EtBr, floresan bir boyadir ve DNA ve RNA'ya bazlari arasina girerek
kuvvetlice baglanir. UV ile parlayarak gorintii verir ve jeldeki niikleik asitlerin
yerinin belirlenmesini saglar.

Dikkat !: EtBr son derece mutajen bir maddedir. Tartim ve kullanim sirasinda
mutlaka eldiven ve maske giyilmelidir ve gevreyi de kontamine etmeden dikkatli

bir gsekilde kullaniimalidir.

1.4. 5X TBE Tamponu (pH 8.0)
Bir litre igin;

54 gr Tris baz

27.5 gr Borik asit

0.01 M EDTA (pH 8.0)

Hazirlanmak istenen miktar igin gereken bilesenler yukaridaki degerlere
goére orantilanarak alinir. Manyetik kanstirici zerinde ¢6zulir, NaOH ile pH
8.0'a ayarlanir ve otoklavlanir.

1X yapmak igin 1 hacim 5X'lik TBE lizerine 4 hacim saf su ilave edilir.

1.5. Agaroz Jel

Agaroz pahali bir madde oldugu icin 6ncelikle jel dékiim tablasinin
boyutlari (jel kalinligi da dikkate alinarak) olgulir ve hacmi belirlenir.
Hazirlanmak istenen yilizde konsantrasyona gére (6rn. %1'lik), belirlenen hacim
icin gereken miktar agaroz dikkatli bir sekilde tartilir ve erlen igine konur.
Uzerine hesaplanan hacimde 1X TBE tamponu (1 hacim 5X TBE uzerine 4
hacim saf su ilave edilerek hazirlanir) konarak ates Gzerine alinir ve eritilir (3-5
saniye kaynamasi yeterlidir). Atesden alinan jel Gzerine son konsantrasyon
0.5ug/ml olacak sekilde stok EtBr solisyonundan ilave edilir. Jel sicakhgt 45-50
°C'ye (el sicakhgi) geldiginde hazirlanan jel kabina dikkatli bir sekilde, hava
kabarcigi olusturmadan dokalir ve yaklasik 40 dakika beklenerek donmasi

saglanir. Jel elektroforez tankina alinir ve tzeri 6rtilene kadar 1X TBE tamponu
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ilave edilir. Kuyucuk olusturmak igin yerlestirilen tarak dikkatli bir sekilde

cikartihir. Jel, 6rneklerin yiklenmesine ve elektroforeze hazirdir.

1.6. Yiikleme Tamponu (6X)
%40 sukroz (w/v), (suda ¢ozilur)
%0.25 bromfenol mavisi
Yukarida verilen oranlara gére, istenen hacim igin gereken miktarda
sukroz ve boya tartilir, vorteksle iyice karistirilir ve ependorfl tuplere
paylastinlarak 4°C'de saklanir. DNA soliisyonu ile 1/5 oraninda (1 hacim boya 5

hacim DNA soliisyonu) karistinlir.

1.7. L ve LB (Leuria Bertani) Besi Yerleri
a) Sivi (1 litre igin)

L LB
5 gr Yeast extract 5 gr Yeast extract
10 gr Bacto tryptone 10 gr Bacto tryptone
5 gr NaCl 10 gr NaCl

Yukarida verilen miktarlar 1 litre igindir. Hazirlanacak olan hacim igin
gereken miktar igerik orantilanarak tartilir. Manyetik karistirici Uzerinde toplam
hacimden biraz az saf su ile ¢ozalur ve pH'si NaOH ile 7.5'e ayarlanir. Hacim
saf su ile tamamlanir ve erlenlere (erlen hacminin 1/10'u oraninda) paylastinlir.
Erlenlerin agzi pamukla sikica kapatilir ve aluminyum folyo sarilarak
otoklavlanir. Oda sicakliinda uzun stre saklanabilir. Kontaminasyon belirtisi

olanlar dokulir.

b) Kati

Hazirlanan sivi besi yerine %1.5 oraninda agar katilir ve ayni sekilde
otoklavlanir. Kullanilacak petri kutular da kagida sarilarak otoklavianir. Besi yeri
steril kabin iginde petri kutularina paylastirilir ve donduktan sonra streg filmle

sanlarak +4 °C saklanir. Saklama suresi iki haftayr gegmemelidir. Antibiyotik
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veya X-gal ilave edilecedi zaman, son konsantrasyonlar dikkate alinarak besi
yeri sicakhg! yaklasik 48°C'ye geldiginde ilave edilir ve zaman gecgirmeden petri

kutulanina paylastirilir. Plaklarin Gizerine ilgili bilgiler yazilarak etiketlenir.

c) Yumusak (Yari-kati) Agar (%0.45'lik)

Sivi besi yerine %0.45 oraninda agar katilarak hazirlanir. Besi yeri 70-80
°C'de 10-15 dakika tutularak agarin erimesi saglanir ve deney tiiplerine
paylastirilir (her birine 2.5 ml). Tuplerin agzi pamukia kapatilir ve otoklavlanir.
Kullanilacagi zaman su banyosunda eritilir ve 45-50 °C'ye geldiginde,
caligilacak olan bakteri kiltiriinden (taze ve ~3 saat tremis) %4 oraninda (100
ul) ilave edilir, vortekslenir ve daha énce hazirlanmis olan kati besi yeri izerine

dékilerek her tarafa yayilmasi saglanir.

1.8. Besi Ortamlan igin Antibiyotiklerin Hazirlanmasi

a) Ampisilin (25 mg/mil)

istenen hacim igin gereken miktar ampisilin dikkatli bir sekilde
tartilir, saf suda ¢ozilir, bakteriyel filtreden (0.2 um) gegirilerek steril bir
sekilde ependorf tiplere paylastinir ve -20°C' de saklanir. Besi
ortamlarina 35-50 ug/ml olacak sekilde ilave edilir.

Ampisilin, penisilin tirevi bir madde olup hicre duvarn
sentezlenmesine engel olarak bakterinin 6limine neden olur. Direngli
bakteriler tarafindan sentezlenen f-lactamase, antibiyotigin p-lactam

halkasini kopartarak inaktive eder.

b) Tetrasiklin (12.5 mg/ml)

Etanol/saf su (1/2 v/v) kangsiminda 12.5 mg/ml olacak sekilde
tetrasiklin hidroklorid ¢éziiliir, ve ependorflara paylastinlarak -20°C'de
saklanir. Tetrasiklin 1siga hassas oldugu igin karanlik bir ortamda veya
aliminyum folyaya sarilarak saklanmalidir. Besi ortamlarina 12.5-15
ug/ml olacak sekilde ilave edilir. Magnesyum iyonlar tetrasiklin igin

kuvvetli bir inhibitor madde oldugundan, tetrasiklin direngli bakteri
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segimlerinde magnesyum igermeyen besi ortamlan (6rn. LB)
kullaniimahdir.

Tetrasiklin, ribozomlarin 30S'lik birimlerine baglanarak bakteriyel
protein sentezini énler. Direngli bakterilerin Grettigi bir protein hiicre zarin
modifiye ederek antibiyotigin hiicre igine alinmasini énler.

c) Kloramfenikol (34 mg/ml)

Mutlak (%100) alkol igcinde 34 mg/ml olacak sekilde hazirlanir ve -
20 °C'de saklanir. Besi ortamlarina plazmid amplifikasyonu igin 170
ug/ml, direngli bakteri segimi icin ise 30 ug/ml olacak sekilde ilave edilir.

Kloramfenikol, ribozomlarin 50S'lik birimlerine baglanarak peptid
bag olusumunu onler. Direng geninin kodladigi acetyltransferaz,
antibiyotigi asetile eder ve inaktif hale gelmesini saglar.

1.9. TE Tamponu, pH 8.0
10 mM Tris pH 8.0
0.1 mMEDTA pH8.0
Hazirlanacak hacim igin gerekli Tris ve EDTA hesaplanarak stoklardan

alinir, Gzeri saf su ile tamamianir, otoklavianir ve kontamine etmeden kullanilir.

1.10. TNE Tamponu

10 mM Tris pH 7.5
100 mM NacCl
1 mM EDTA pH7.5

Istenen hacme gére gerekli Tris ve EDTA hesaplanarak stoklardan alinir,
gerekli miktar NaCl tartiir Gzeri saf su ile tamamlanir, otoklavianir ve 4°C' de

saklanir.
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1.11. Lizozim Soliisyonu (5 mg/ml)
50 mM Glikoz
50 mM Tris-HCI pH 8.0
50 mM EDTA pH 8.0
Once, 25 ml 1 M Glikoz hazirlanir ve filtreden gegirilerek stok olarak
saklanir. Istenilen hacimdeki soliisyon igin gerekli Tris, EDTA ve Glikoz
hesaplanir stoklardan alinir ve (izeri steril saf su ile tamamlianir, otoklavianmaz,
buz dolabinda saklanir. Kullanilacagi zaman istenen hacimde soliisyon alinir, 5
mg/ml olacak sekilde liyofilize lizozim tartihr iyice vortekslenir ve kullanincaya
kadar buz Uizerinde tutulur. Bu sollisyonun her zaman taze olarak hazirlanmasi

gerektiginden, varsa fazlasi atilir.

1.12. SDS Soliisyonu
% 1 SDS
0.2 M NaOH
10 ml igin; 0.1 gr SDS ve 0.08 gr NaOH pelleti tartilir izerine 10 ml steril
saf su ilave edilir ve iyice (pellet eriyinceye kadar) vortekslenir. Kullanincaya

kadar buz tizerinde tutulur ve fazlasi atilir.

1.13. 3 M Na-Asetat (pH 4.8)

Hazirlanmak istenen hacimde 3M olacak sekilde Na-asetat tartilir ve
magnetik karistirici Gizerinde bir miktar suda 'gézi]lur. Glacial asetik asit ile pH
4.8'e ayarlanir ve hacim su ile tamamlanir. Otoklaviandiktan sonra oda

sicakliginda saklanir.

1.14. Fenol Hazirlanmasi

Fenol, fosfodiester baglarini kiran ve DNA-RNA arasinda ¢apraz baglar
olusumuna neden olan oksidan Grinlerden (6rn. quinonlar gibi) arindinimig
olmalidir. Bu igslem 160 °C'de distilasyonla yapilir. Satin alinan kati fenol distile
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edilmis olmaldir. Kati fenol agadida verilen uygulama ile kullanima hazir hale
getirilir:
1- Kati haldeki (distile edilmis) fenolden hazirlanacak miktar kadar
tartiir ve su banyosunda 68°C'de tamamen eriyinceye dek bekletilir.
Not: Fenoliin goriniisii parlak ve renksiz olmahdir. Pembe veya sar
renkli gériinim almig fenol kullanilmamalidir.
2- Fenol Gzerine %0.1 oraninda 8-hidroksikinolin (renklendirmek igin)
ilave edilir ve iyice karigtinlir.
3- Esit hacimde (1:1) 1M tris (pH 8.0) ilave edilir, sisenin agzi kapatilir
ve kuvvetlice calkalanir. |ki faz olusuncaya kadar oda sicakliginda
bekietilir.
4- Ust faz atilir ve bir 6nceki islem tekrar edilir (en az iki defa).
5- Fenol lzerine esit hacimde 0.1 M tris (pH 8.0) ilave edilir ve
karigtirilir. Bu igslem (st fazin pH'si 7.8-8.0 oluncaya dek tekrarlanir.
6- Fenol igine birkag parca B-merkaptoetanol ilave edilir ve Gizerine 1/10
oraninda 0.1 M tris (pH 8.0) eklenerek +4 °C'de saklanir.
Kullanilacagi zaman pipetle geredi kadar fenol (alt faz) alinir ve kullanihr.
Folyo ile sarilarak 1siktan korunmalidir.

Fenol organik bir ¢6zlcudir, proteinleri denatiire ederek presipite
olmasini saglar. Yukaridaki sekilde hazirlanan fenol DNA ve RNA'ya zarar
vermez, ancak kullanim sirasinda siddetli ve tekrar tekrar muamele yine de

DNA'da kirilmalara neden olur.

1.15. RNaz (10 mg/mil)

Hazirlanmak istenen hacim igin gereken miktar RNaz dikkatli bir sekilde
tartiir ve 10 mM Tris.Cl (pH 7.5) ve 15 mM NaCl iceren RNaz soliisyonunda
¢ozulur. Daha sonra su banyosunda 100 °C'de 15 dakika tutulur (DNaz
aktivitesini gidermek igin), oda sicakliginda sogutulur ve ependorflara

paylastinlarak -20°C'de saklanir.
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1.16. X-gal Hazirlanmasi (20 mg/ml)

Istenen hacim igin gereken miktar X-gal dikkatli bir gekilde tartihr ve N-N-
N-N Dimetil formamid iginde ¢&zulir, filtreden gegciriimese de olur. Koyu renkii
veya folyo ile saril siselerde -20 °C' de saklanir. Hazirlanan kati besi yeri 48°C'
ye kadar sojudugunda son konsantrasyon 40 pg/ml olacak sekilde stokdan

ilave edilir.

EK-2

Kullanilan Protokoller

2.1. DNA'nin Agaroz Jelden Antilmasi (Boehringer Mannheim,

'Agarose Jel DNA Extraction Kit' )

Nikleik asitler katotropik tuzlar varhiginda silika veya cam materyallerin
yizeylerine o6zel bir sekilde baglanarak tuzlar ve proteinler gibi
kontaminantlardan aynhir. Su veya disik tuz konsantrasyoniu tampon (pH 8.0-
8.3) ilave edilmesiyle de matriksten aynlir. Aritma kiti 6zet olarak bu kurala gore
calisir.

Antma kit'inde bulunan maddeler sunlardir:

1. Vial 1 (Silika Matriks)

2. Vial 2 (Agaroz Solubilizasyon Tamponu)

3. Vial 3 (Nukleik Asit Baglama Tamponu)

4. Vial-4 (Yikama Tamponu)

Protokol:

1. DNA molekilii uygun konsantrasyondaki bir agaroz jelde yeteri kadar
yurGtulerk bantlar olusturmasi saglanir.

2. Jel, transilliminatér Gzerine konur. Istenilen DNA bandi keskin bir jiletle
agarozu miUmkin oldugu kadar az almaya dikkat ederek jelden aynhr ve
daras! alinan bir ependorf tipe konarak tartilir (Dikkat: UV ve EtBr mutajen
ajanlardir. Mutlaka maske ve eldiven giyilmeli ve hizli galigiimalidir).

3. Her 100 mg agaroz igin 300 pl vial 2'den ilave edilir (agaroz konsantrasyonu

%?2'den fazla ise bu miktar 600 pl alinir).
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4. Silika matriks (Vial 1) vorteks lUizerinde birkag dakika tutularak homojen hale
getirilir ve ependorfa 10 pl ilave edilir.

5. Karigim 56-60°C'de 10 dakika inkiibe edilir ve bu arada her 2-3 dakikada bir
vortekslenir.

6. 15000 rpm'de 30 saniye santrifijlenir ve stipernatant dékalur.

7. Pellet (matriks) Gzerine 500 pl Vial 3'den ilave edilir, vortekslenir, bir énceki
gibi santriftjlenir ve sipernatant dékalir.

8. Pellet 500 ul yikama tamponu ile (vial 4) yikanir, 6nceki gibi santrifijlenir ve
stipernatant dékular (bu igslem gerekirse tekrarlanabilir).

9. Pipetle kalan sivi alinir ve tip kurutma kagidi tzerine ters gevrilerek oda
sicakliginda 15 dakika kurutulur (matriks rengi parlak beyaza déner).

10. Pellet Gzerine 20-50 ul TE veya bidistile su (pH 8.0) ilave edilir hafifge
vortekslenir ve 56-60°C'de 10 dakika inkibe edilir (her 2-3 dakikada bir
vortekslenir).

11.15000 rpm'de 30 saniye santrifijlenir ve DNA'y! igeren sivi kisim dikkatli bir

sekilde alinarak (matriksi almadan) steril bir tiipe aktarilir.

2.2. Kiigiik Olgekli Plazmid DNA izolasyon Protokolii (Birnboim ve
Doly -1979-)"°
Not: Bazi uygulamalar degisik protokoller incelenerek kismen
degistiriimistir. Calisma stresince eldiven giyilmeli ve mumkiin oldugu kadar
steril caligiimalidir.

Protokol:

1. LB besi yerine steril sartlarda istenen plazmidi tasiyan E.coli ekilir ve
uygun bir antibiyotik (plazmidle diren¢ sadlanan cinsten) ilave edilir
(antibiyotiklerin hazirlanmasi ve besi ortamlarindaki konsantrasyonlari
Ek1. 'de verilmistir) ve 37 °C'de sallamali etiivde bir gece Uretilir.

2. Iginde bakteri kiiltiri bulunan erlen +4 °C'ye (buz dolabina) alinarak
sogutulur.

3. Kaltar ortami 5 ml'lik steril tiplere paylastirilir ve 4500 rpm'de 10 dakika

santrifujlenir.
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10.

11.

12.

13.

14.

15.

Siipernatant doékulir ve pellet 5 ml soguk TNE tamponu (Ek 1.10.) ile
¢6zulur ve 4500 rpm'de 10 dakika santrifiijlenir.

Supernatant dokulur ve pellet 200 pl lizozim solusyonu (Ek 1.11.) ile
¢ozilerek ependorf tiplere aktanhr ve buz (zerinde 30 dakika
inkibasyona birakilir.

Karigim tizerine 400 pl taze hazirlanmig SDS soliisyonu (Ek 1.12.) ilave
edilir parmakia tiklatarak karismasi saglanir ve buz (izerinde 5 dakika
bekletilir.

Kanigim Uzerine 300 ul sodyum asetat (pH 4.8) (Ek 1.13.) ilave edilerek
kanstinhr ve buz Gizerinde 30 dakika bekletilir.

14000 rpm'de 10 dakika sntrifijlenir ve stipernatant yeni bir ependorfa
aktanilir.

1 hacim fenol:kloroform:izoamil alkol (25:24:1) ilave edilir ve emulsifiye
oluncaya dek yavas yavas (3-5 dak.) kanstinhr.

14000 rpm'de 5 dakika santrifujlenir ve tst faz aradaki protein tabakasini
aimadan dikkatli bir sekilde alinir ve yeni bir tiipe aktarilir.

Not: DNA kaybini 6nlemek igin gerekirse kalan sivi izerine bir miktar
(100-200 pl) TE (Ek 1.9.) ilave edilir, karigtirilir, tekrar ¢oktirlir ve st
faz ahinir.

1 hacim kloroform/izoamil alkol (24:1) ilave edilir dikkatlice kanstirilir ve
yukaridaki gibi santriftijlenir.

Ust faz dikkatli bir sekilde alinir ve yeni bir ependorfa (fazla ise iki
ependorfa) aktarilir. Uzerine 1/4 oraninda 0.3 M sodyum asetat (pH 7.0)
ve 2-2.5 hacim soguk etanol (tercihen %100'luk) ilave edilir, vortekslenir
ve -20 °C'de en az 1saat bekletilir.

Karigim kisaca vortekslenir ve 15000 rppm'de oda sicakliinda 15 dakika
santrifujlenir (4°C'de yapilan santrifiijde tuz cokebilir!).

Alkol dékildr, pellet 5-10 dakika kurutulur ve 100 ul TE ilave edilerek
¢6ziinmesi beklenir.

Tup birden fazla ise bir tipte toplanir ve son konsantrasyon 100 ug/ml
olacak sekilde RNaz (Ek 1.15.) ilave edilir ve 37 °C'de 1 saat su

banyosunda tutulur.
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16.

17.

18.

19.
20.

21.

22.

23.

0.1 oraninda sodyum asetat (pH 4.8) ilave edilir ve lzerine 1 hacim
fenol/kloroform/izoamil alkol (25:24:1) konarak hafifce elde karigtinhr (3-5
dak) ve 14000 rpm'de 5 dakika santrifiijlenir.

Ust faz dikkatli bir sekilde alinarak yeni bir tipe aktarilir ve Uzerine1
hacim kloroform/izoamil alkol (24°1) ilave edilir kanistirilir ve yukaridaki
gibi santrifijlenir

Ust faz dikkatlice alinir yeni bir tiipe aktaniir. Uzerine 1/4 oraninda 0.3 M
sodyum asetat (pH 7.0) ve 2 hacim soguk etanol (saf) ilave edilir
vortekslenir ve -20 °C'de en az bir saat bekletilir.

Karigim vortekslenir ve 15000 rpm'de 15 dakika santrifiijlenir.
Sipernatant tamamen dokilur ve pellet 1 ml soguk %70'lik alkolle yikanir
ve yukarndaki gibi santrifijlenir (Pellet yerinden kalkmamissa
santrifiijlemeye gerek yoktur).

Alkol dokular ve tup kurutma kagidi Uzerine ters gevrilerek pellet 15-20
dakika kurutulur.

Pelletin buyukligine bagh olarak 25-100 pl TE ilave edilir ve olasi DNaz
kontaminasyonuna kargi 70 °C'de 15-20 dakika bekletilir.

Bir gece +4°C bekletilerek iyiyce ¢oziinmesi saglandiktan sonra
spektrofotometrik dlgiimi yapilir ve etiketlenir.

DNA bu sekli ile kullanima hazirdir. Buz dolabinda saklanir ve gerektigi

zaman kontamine etmeden alinarak ilgili galigmalar yapilir.

2.3 Kompetent Bakteri Hazirlama ve Transformasyon’’

Tetrasiklinli (son konsantrasyon 12.5ug/mi) sivi LB besi yerine bakteri
ekilir ve 37°C'de bir gece uretilir.

Uremis olan kiltirden %1 oraninda yeni besi ortamina inokilasyon
yaptlir ve 37°C'de ODsgonm = 0.4 oluncaya kadar (~2.5 saat) tretilir.
Ettvden alinan bakteri buz Gzerine alinir.

Buz Uzerine konan 4 adet ependorfa 1'er ml kiltiir sivisi konur.

6000 rom'de 10 dakika santrifijlenir.
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6. Supernatant dokulir ve pellet 1 ml soguk MgCl, (0.1 M) ile nazik bir
sekilde pipetlenerek ¢ézilur.

7. 6000 rpm'de 10 dakika santrifiijlenir.
Supernatant dokulir ve pellet 1 ml soguk CaCl, (0.1 M) ilave edilerek
nazik bir sekilde pipetlenerek ¢ozulur.

9. Buz tzerinde en az 20 dakika inktbe edilir.

10. 6000 rpm'de 10 dakika santriftjlenir.

11.  Supernatant dokulir ve pellet 200 ul soguk CaCly (0.1 M) ile tekrar
¢ozaldr.

12.  Tuplerdeki sivilar birlestirilir, nazikce pipetlenir ve ependorf tiplere tekrar
paylastirilir.
Tuplerden biri kontrol, digerleri ise transformasyon igin kullanilir.

Transformasyon’’
Yukaridaki iglemler sonunda bakteri, otamdaki DNA molekiillerini hiicre
icine alabilecek duruma getirilmistir. Daha sonra:
Kompetent bakteri bulunduran ependorf tip(ler) buz {izerine konur

2. Ligasyon sivisindan 5-10 pl ilave edilerek dikkatli bir sekilde pipetlenir,
parmaklia tiklatilarak karigtirihir.

3. Buz (izerinde en az 30 dakika bekletilir.
42 °C' de 90 saniye tutulur ve siire sonunda tekrar buz {izerine alinir.

5. Tupteki sivinin tamami 3 ml' lik sivi besi yerine ekilerek 37°C'de 1 saat
uretilir.

6. Daha sonra 100-200 pl alinarak steril kabinde kati besi yerine (ampisilin

ve X-gal igeren) bagetle iyice yayilir ve 37°C'de bir gece inkibe edilir.
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EK-3

Kullanilan Enzimler ve Tampon Sistemleri

3.1. Restriksiyon Endoniikleazlar

Kullanilan restriksiyon endonikieazlarin hepsi Boehringer Mannhaeim
(yeni adiyla Roche)'den satin alindigindan, enzimlerin 6zelliklerinde ve tampon
sistemlerinin siniflandinimasinda bu firmanin katalog bilgileri esas alinmigtir.

Tampon Sistemleri:

Calisma Tamponu Tampon Sistemi

igerigi (mM) A B L M H
Tris acetate 33 - - - -
Tris-HCI - 10 10 10 50
Mg-acetate 10 - - - -
MgCl2 - 5 10 10 10
K-acetate 66 - - - -
NaCl - 100 - 50 100
Dithioerythritol (DTE) - - 1 1 1
Dithiothreitol (DTT) 0.5 - - - -
2-Mercaptosthanol - 1 - - -
PH at 37°C 7.9 8.0 7.5 7.5 7.5

Enzimler:
I
| Hind Il I
Tarmma Dizisi; 5 *A'AG*CTT 3' J Kayna§i: Haemophillus influenza Rd
1zogizomeri Yok
Uyumiu Ug Olugturdugu Enzimler Yok
Caligma sicakligj 37°C
Saklama Sicakligi -20°C
Tam Fon Sistemierindeki Aktivite Degerleri (%) Farkh DNA'’ lardaki Kesim Bblgesi Sayisi
A B L M H A M13mp7 PBR322 pUC18 PRS416

50-75 100 25-50 100 50-75 7 1 1 1

Hind Ill non-optimal kosullarda (tamponun iyonik direncinin duguriilmesi,
gliserol oraninin %5'in Uzerine ¢ikariimasi ve fazla enzim kullaniimasi
durumlarinda) star aktivitesi (bkz 2.6.) gosterir. Tamma dizisindeki birinci A ve

vk

C'in metilasyonlu olmasi ( ile gosterilmigtir) durumunda kesim yapamaz. 65

°C'de 15 dakikalik inktibasyonla inaktive edilebilir.
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II:

[ Bam HI |

Tanima Dizisi. 5' G'GAT*CC 3' | Kaynai: Bacillus amyloliquefaciens H
izogizomeri Bst|
Uyumiu Ug Olusturdugu Enzimler Bcl |, Bgl ll, Nde I, Sau 3A ve Xho Il
Caligma sicakligi 37°C
Saklama Sicakhigi -20°C
Tampon Sistemlerindeki Aktivite Degerleri (%) Farkli DNA' lardaki Kesim Bdlgesi Sayisi
A B L M H A M13mp7 PBR322 pUC18 | PRS416
100 100 75-100 100 25-50 1 2 1 1 1

Bam HI, non-optimal kogullarda star aktivitesi gosterir. Bu durumda
GGATCN veya GRATCC dizilerini de kesebilir. I¢ taraftaki Sitozinin 4. veya 5.
pozisyonlarda metilli olmasi halinde aktivite gésteremez. 65 °C'de 15 dakikalik
inkGbasyonla inaktive edilebilir.

[ Eco RI
Tanima Dizisi: 5' G™*A*ATT*C 3' [ Kaynag: Escherichia coli B55
lzogizomeri Rsr|
Uyumlu Ug Olugturdugu Enzimier Acs |, Mun|
Caligma sicakhi 37°C
Saklama Sicakhgi -20°C
Tampon Sistemlerindeki Aktivite Degerleri (%) Farkli DNA' lardaki Kesim Bdlgesi Sayisi
A B L M H A M13mp7 PBR322 pUC18 | PRS416
100 100 25-50 50-75 100 5 2 1 1 1

Eco RI non-optimal kosullarda star aktivitesi gosterir. Bu durumda
NAATTN veya RRATYY dizilerini de kesebilr. Adenin ve Sitozin
metilasyonlarinda aktivite gésteremez. Isi ile inaktive olmaz.

Nukleotidler igin kullanilan kisaltmalar:

A = Adenin, Y=CveyaT, B=CveyaGveyaT,

T = Timin, M= AveyaC, D=CAveyaGveyaT,

G = Guanin, K=GveyaT, H=AveyaCveyaT,

C = Sitozin S=GveyaC, V = A veya C veya G,

R=GveyaA, W=AveyaT, N=AveyaCveyaGveyaT
3.2. T4 DNA Ligaz

- E. coli NM 989 susundan elde edilimistir.
- Enzim, gift iplikli DNA'da komsu 3'-hidroksil ve 5'-fosfat gruplan

arasinda fosfodiester baglan olusturulmasini katalizler. GCift iplikli
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DNA'nin tek ipligi Gzerinde olugan gentikleri (tek iplik kinklarnni) de
kapatir.

- 65 °C'de 10 dakika inkiibasyonla inaktive edilebilir.

- Aktivite gosterebilmesi reaksiyon ortaminda ATP gerekir.

- Kut uglu DNA molekilleri igin hazirlanan ligasyon reaksiyonunda
oratma %15 oraninda (w/v) PEG ilave edilir.

- Ligasyon sicakhg, degisik uygulamalarda 4-25 °C arasinda
verilmigtir.

Reaksiyon tamponu (10X):

660 mM Tris-HCL, 50 mM MgCl,, 10 mM Dithioerytritol, 10 mM ATP, pH

(20 °C'de 7.5).

3.3. Termostabil DNA Polimeraz

Termofilik bakterilerden izole edilir veya rekombinant olarak E. colide
uretilir. Yuksek sicakliklara (bazilari 100 °C) ve degisen sicaklik déngilerine
dayanikh olduklarinindan PCR reaksiyonlan igin son derece elveriglidirler.
Degisik bakteri turlerinden izole edilmis polimerazlar ticari olarak mevcut olup
reaksiyonun 6zelliine gére uygun olan tercih edilir. Hepsi de polimerizasyon
icin kofaktodr olarak MgCl,'e ihtiyag duyarlar. Yaygin olarak kullanilani Tag DNA
polimerazdir (Thermus aquaticus'dan) fakat, Tth DNA polimeraz (Thermus
thermophilus'dan), Tfl DNA polimeraz (Thermus flowus'dan) ve Pwo DNA
polimeraz (Pyrococcus woesei'den) gibi degisik termofilik bakterilerden izole
edilenleri de vardr.

Bu ¢alismada Taq ve Tfl DNA polimeraziar kullaniimigtir.

3.4. Sigma PCR Optimizasyon Kiti tampon bilegimleri:

10X Tampon Gesitleri (Kod Numarah)
Igerik(mM) 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 | 11 12 | 50X Oni.
Tris-HCI 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 20
MgCl, 15 | 15 | 35 | 35 | 15 | 15 | 35 | 35 | 15 | 15 | 35 | 35 -
KCI 250 | 750 | 250 | 750 | 250 | 750 | 250 | 750 | 250 | 750 | 250 | 750 -
Tris pH'st 83 | 83 | 83 | 83 | 88 | 88 | 88 | 88 | 92 | 92 [ 92 | 92 | 80
EDTA (nM) : - : - X - - - - - - - 250
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