¢DNA’LARDAN REKOMBINANT DNA’LARIN YAPIMI

cDNA’larimiz en son S1 Niikleaz ile muamele edilerek kor uclu hale getirilmislerdi.
cDNA’larimiz1 vektore daha verimli koyabilmek i¢in cDNA’larimiz yapiskan uglu hale
getirilmelidir.

Vektoriin klonlama bolgesindeki RE’lerinden birinin baz dizisi cDNA’nin da ucunda
olmalidir.

c¢DNA’nin her iki ucunu yapiskan yapabilme yollarindan biri adaptoriin uglara takilmasidir.

Adaptorler farkli sekillerde hazirlanabilir veya ticari olarak satin alinabilir.

Ticari olarak EcoRI adaptorii satin alinabilir.




Bu sekilde biitiin cDNA’lar kulanilarak Rekombinant DNA’lar elde edilir.

cDNA’lar fajin i¢ine sokulacaksa, paketleme kiti kullanilarak yapistirma islemi yapilir.
Baslangicta kullandigimiz yapraktaki biitiin farkli mRNA’lar simdi cDNA halinde vektdriin
icinde. Elimizdeki bu kiigiik hacimli ¢ozeltiye cDNA Kiitiiphanesi diyoruz. Bunun i¢inde
binlerce farkli rekombinant DNA var.

Amacimiz istedigimiz ¢cDNA’y1 i¢inde bulunduran Rekombinant DNA’y1 tek basina bu

kiitiiphaneden elde etmek.

GENOMIK DNA KUTUPHANESI YAPIMI

[lkénce kromozomal DNA’ya ihtiya¢ vardir. Bunun icin canli kaynaktan genomik
DNA’nin saflastirilmasi gerekmektedir.

Kit kullanilarak kaynaktan genomik DNA saflastirilir.

Prokaryotik sistemde saflastirilan genomik DNA’da sadece ekzonlar bulunmaktadir.
Okaryotik sistem de ise genomik DNA icinde hem ekzonlar hem de intronlar
bulunmaktadir. Ekzonlar da mRNA’lar1 sifrelemekteydi.

Genomik DNAnin pargalar halinde vektore yapistirilmasi i¢in genomik DNA yapiskan ug
kesen bir restriksiyon enzimi ile kesilir.

Cosmit vektorii (45 kb’a kadar DNA klonlanabilir) de ayni restriksiyon enzimi ile kesilir.
Genomik DNA pargalari, kesilmis vektoriin igine DNA Ligaz enzimi ile yapistirilir.
Boylece farkli biiyiikliikteki genomik DNA pargalarmi iginde bulunduran farkli
Rekombinant DNA’lar elde edilir. Bu kiiciik hacimdeki ¢ozeltiye “genomik DNA
kiitiiphanesi” ismi verilir.

Genomik DNA kiitiiphanesi cDNA Kkiitliphanesinden farklidir. ¢cDNA Kkiitliiphanesi
mRNA’larin  karsiligiydi. Yani sadece ekzonlarin karsiligiydi. Genomik DNA
kiitiphanesinde ise, restriksiyon enziminin genomik DNA’y1 nereden Kkestigi
bilinmediginden pargalarin 6zelligi baslangigta bilinememektedir. Genomik DNA
kiitliphanesinde, yapistirilan pargalar ¢ok biiyiik bir olasilikla bir mRNA’nmn tamamini
sifreleyen DNA pargasi olmayabilir.

Bu yiizden, canli kaynaktan, 6zellikle 6karyotik canlilarda, bir gen klonlamak istendiginde
genomik DNA kiitiiphanesi yerine cDNA kiitiiphanesinden baglanilir. cDNA klonlandiktan
sonra, bu cDNA prob yapilir ve genomik DNA kiitliphanesi taranir. Boylece okaryotik

sistemdeki ekzon+intron’lu gen bulunabilir.



PROB HAZIRLANMASI

cDNA kiitiiphanesinden aradigimiz spesifik ¢cDNA’y1 i¢inde bulunduran Rekombinat
DNA’y1 tek basina elde edebilmek i¢in spesifik bir proba ihtiya¢ vardir. Bu spesifik prob
sadece aradigimizi bulmaya yarayan bir molekiildiir. Dersimizde problar1 iki ana gruba
aylrlyoruz.

1) Radyoaktif olmayan problar (Antikor)

2) Radyoaktif olan problar (Oligoniikleotid, cDNA)

Antikor Probu

Spesifik cDNA’y1 ilkdnce biz klonlayacaksak yani bizden 6nce literatiirde o cDNA higbir
canli kaynaktan klonlanmamigsa antikor probu segilir.
cDNA'’s1 bulunmak istenen protein canli kaynaktan tek basina saflastirilir.
Omek vermek istersek, bugday yapraginda Yildiz isimli bir protein oldugunu varsayalim.
Amacimiz Yildiz cDNA’sin1 bulmak yani klonlamak.
[lkénce Yildiz proteini bugday yapragindan tek basina saflastirilir.
Yildiz proteini tavsan veya farenin kanina enjekte edilir.
Ucg hafta sonra tavsan veya fareden kan alinir. Bu siirede hayvan Yildiz proteinine kars
Y1ldiz antikoru iiretir.
Kan santrifiijlenir ve serum elde edilir. Bu seruma antiserum denir. I¢inde Yildiz antikoru
oldugu diistiniiliir. Bu serum prob olarak kullanilacaktir.
Bu prob ile cDNA kiitiiphanesi taramasi yapilmadan 6nce, bu antiserumun Yildiz
antikoruna sahip olup olmadig test edilmelidir. Bu test islemi Western Blot teknigi ile
yapilir.

Western Blot Teknigi
Poliakrilamid jel elektroforezi kullanilir.
1. ve 4. kuyulara markir proteinleri yiiklenir. (Molekiil agirliklar: ve isimleri belli olan saf
proteinler, ticari olarak satiliyor) (20, 40, 60, 80 ve 100 kDa biiytikliiglinde 5 farkl: protein
oldugunu varsayalim)
2. ve 3. kuyulara saflastirilmis Yildiz proteini yiiklenir. (Daha onceden yapilan
calismalardan dolay1, bunun molekiil agirliginin 50 kDa oldugunu bildigimizi varsayalim)
Elektroforez ile proteinler jelde yiiriitiiliir ve molekiil biiyiikliigline gore proteinler

birbirlerinden ayrilirlar.



Jel camlar arasindan ¢ikarilip 2. ve 3. kuyularin ortasindan ikiye kesilir. Her iki parcada da
yiiriiyen proteinler ayni sekilde bulunmaktadir.

Jel pargasinin birisi (1. ve 2. kuyuya sahip olan) coomassie blue boyasi ile boyandiginda,
markir kuyusundaki 5 farkl biiyiikliige sahip proteinler ve diger kuyudaki Yildiz proteini

mavi renklere boyanir. Asagidaki sekil olusur.

Jel parcasinin digeri (3. ve 4. kuyuya sahip olan) nitro selilloz membran1 (NSM) ile
muamele edilir. NSM 6zel bir kagit membrandir. Fonksiyonu ise, jeldeki protein ve niikleik
asitleri kendi lizerine transfer etmektir yani jeldekileri kendi {izerine lekelemektir. Blot
kelimesinin karsilig1 lekelemektir. Ozel bir cihaz i¢inde jelin iistiine aym 6lciilerde kesilmis
NSM konur ve cihazdaki tampon ¢ozelti jelin altindan elektrik akimiyla jelin tstiindeki
NSM’den de gecirilerek jeldeki proteinlerin NSM’ye transferi yani lekelenmesi saglanir.
NSM bloklama ¢ozeltisi ile ¢alkalanir. Boylece NSM iizerinde protein disindaki yerler
bloklanmis olur. NSM yikanur.

Daha sonra NSM antiserum ¢ozeltisi ile 1 gece calkalanir. Antiserum ¢ozeltisindeki Yildiz
antikoru MSM’deki Yildiz proteinine baglanmis olur. NSM tekrar yikanir.

MSM, kit olarak satilan 2. antikor ¢ozeltisi ile 1 gece calkalanir. 2. Antikor NSM

iizerindeki Y1ldiz antikoruna baglanir. NSM tekrar yikanir.



MSM son olarak boyama ¢ozeltisi ile 1 gece karanlikta calkalanir. Boyama ¢ozeltisi 2.
antikor ile reaksiyona girerek mavi renk olusturur. NSM tekrar yikanir.

Boyanmis poliakrilamid jeli ve NSM yanyana getirildiginde, asagidaki sonuclarin elde
edildigi goriiliir. Goruldigi gibi 2 ve 3 nolu kuyularda sadece Yildiz proteini yiiriitilmustii.
2 ve 3 nolu kuyularda ayn1 yerlerde bantlar olusmalidir. 3 nolu kuyunun sonucu, antiserum
cozeltisinde Y1ldiz antikorunun varligini bize gostermektedir. Bu antikor goriildiigii gibi 4
nolu kuyudaki markir proteinlerine baglanmamistir. Bu da Yildiz antikorunun sadece

Yildiz proteinine spesifik oldugunu gostermektedir.




