Oligoniikleotid Probu

Sayet proteinin amino asit sirast Onceden okunarak belirlenmigse, bu diziden bir
oligoniikleotid dizayn edilebilir. Ortalama 30 baz uzunlugunda olabilir. Bu oligoniikleotid
radyoaktif yapilarak prob olarak kullanilabilir.

Bunu 6rnek vererek agiklamaya c¢alisalim. Proteinimizin i¢inden 10 aminoasitlik bir
bolgeyi segelim. Segerken de ayni amino asidi sifreleyen kodonlarin sayisina dikkat
edelim. Az kodon sayisina sahip olan aminoasitlerden olusmus bir bolgeyi se¢meye
calisalim. Mesela arginin amino asidini 6 farkli kodon sifrelemektedir. Bu amino asitten
uzak durmaya calisalim. Her bir amino asidi 3 bazlik bir kodon sifreledigine gore, 10
amino asidin 30 bazlik bir dizisi olur.

Niikleotidler sirayla cihaza verilerek 30 niikleotidin yan yana fosfoester bagi ile
baglanmasi saglanir.

1. Nikleotid 5° ucunda fosfatsiz olarak kullanilmistir. Goriildiigii gibi oligoniikleotidin
her iki ucu da OH’Iidur.

Poliniikleotid kinaz ve radyoaktif 32 ATP kullanilarak oligoniikleotidin 5’ ucu radyoaktif

fosfatli yapilir
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Bu oligoniikleotidin aradigimiz cDNA’ya spesifik olup olmadig1 Southern Blot veya
Northern Blot teknigi kullanilarak anlagilir.



Southern Blot

Bizim klonlamak istedigimiz bugday yapragi Yildiz ¢cDNA’s1 i¢in konuyu anlatmak
istiyoruz.

Bugday yapragindan genomik DNA saflastirilir.

Genomik DNA bir restriksiyon enzimi ile kesilir.

Kesilen DNA’lar agaroz jel elektroforezinde yiiriitiilerek birbirinden ayrilir.

Jelin biyiikliigiinde nitroseliilloz membran1 kesilerek jelin iistiine konur. Amag jeldeki
DNA’lar1 NSM’ye transfer etmektir yani lekelemektir. Asagidaki sekildeki gibi yapilir.
En alttaki ¢ozelti jelden ve NSM’den gegerek iistteki kuru kagitlarin tamamini 1slatincaya
kadar (1 gece) beklenir. Boylece jeldeki DNA’lar NSM’ye ge¢mis olur.

Bundan sonra NSM kullanilacaktir. MSM’deki DNA’lar ¢ift zincirli oldugundan derisik
NaOH c¢ozeltisi ile MSM ¢alkalanir ve zincirler arasindaki H baglar1 kirilir. Hatirlarsak,
radyoaktif oligoniikleotid probumuz da tek zincirliydi.

Yildiz proteinin amino asit sirasint Onceden bildigimiz bilgisine dayanarak Yildiz
c¢DNA’sin1 klonlamak igin oligoniikleotid probu daha 6nce anlatildig1 gibi dizayn edilir.
NSM ve radyoaktif prob c¢ozeltisi ayni kap icinde 1 gece calkalanir. Bu sirada
oligoniikleotid prob NSM iizerinde kendine komplementer diziye H baglariyla baglanir.
Daha sonra NSM yikama ¢ozeltisiyle yikanarak NSM’deki spesifik olmayan baglanmalar
uzaklastirilir.

Daha sonra bir film kasetinin igine NSM konur. NSM iizerine karanlik odada X-ray filmi
konur. Kaset kapatilir.

Kaset —80°C’de 2 giin bekletilir. Bu sirada radyoaktiflik X-ray filmine gecer. Yine
karanlik odada kaset agilir ve X-ray filmi banyo edilir.

X-ray filminde tek siyah bant goriiliiyorsa prob ¢ok spesifiktir denir. Probun sadece
Yildiz genine baglandig1 disiiniliir. Bant sayis1 2 veya 3 olursa bu prob yine
kullanilabilir. Sayet 3’den fazla bant goriiliiyorsa, bu prob spesifik degil denir. Ciinkii
Y1ldiz genine baglandig1 gibi baska genlere de baglaniyor diye diisiiniiliir.






Northern Blot

Bizim klonlamak istedigimiz bugday yapragi Yildiz ¢cDNA’st i¢in konuyu anlatmak
istiyoruz.

Bugday yapragindan total RNA saflastirilir.

Agaroz-formaldehit jelinde total RNA yiirtitiiliir.

Bundan sonras1 Southern Blot isleminde yapildig1 gibidir.

X-ray filmi -80°C’de 10 giin bekletilir.

X-ray filmi banyo edildikten sonra tek siyah bant goriilityorsa prob ¢ok spesifiktir denir.
Probun sadece Yildiz mRNA’sina baglandig: diisiiniiliir. Bant sayis1 2 veya 3 olursa bu
prob yine kullanilabilir. Sayet 3’den fazla bant goriiliiyorsa, bu prob spesifik degil denir.
Cinkii Yildiz mRNA’sina baglandigi gibi bagka mRNA’lara da baglaniyor diye

distntliir.
cDNA Probu

Bu probu kullanma durumunu sdyledir. Bunu yine bizim klonlamak istedigimiz bugday
yapragi Yildiz cDNA’s1 i¢in anlatabiliriz.

Diyelimki, biz daha once arpa yapragi Yildiz ¢cDNA’sin1 rekombinant DNA halinde
klonlandik.

Biri arpa biri bugday olsa da baz dizilerinde yliksek benzerlik bulunabileceginden dolayz,
arpa yapragi Yildiz cDNA’s1 bugday yapragi Yildiz cDNA’sin1 bulmak i¢in prob olarak
kullanilabilir.

Rekombinant DNA i¢indeki arpa Yildiz cDNA’s1 uygun restriksiyon enzimi ile kesilir.

Asagidaki 6rnekte EcoRI enzimi uygundur.
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Kesilen rekombinant DNA agaroz jelinde elektroforez ile yiiriitiildiigiinde iki parga
halinde ayrildig1 goriiliir.

Kiigtik parganin cDNA oldugu ve biiyiik par¢anin vektor oldugu bilindigine gore, kiigiik
parga jelden kesilerek kit ile cDNA saflastirilir.

Saflastirilan ¢ift zincirli cDNA 95°C’de tutularak H baglar1 kirilir ve zincirler birbirinden
ayrilir.

Ayni tiipiin i¢ine gelisigiizel primerler, dATP, dGTP, dTTP, (a-32P) dCTP ve Klenow

enzimi konur.
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Radyoaktif zincir

Reaksiyon sonunda yeni sentezlenen zincirler radyoaktif dCMP’den dolay1 radyoaktif
olurlar.

Bu yeni ¢ift zincirli Uriiniin bir zinciri eski zincir olup radyoaktif degildir. Yeni zincir
radyoaktiftir.

Bu prob kullanilacagi zaman 95°C’de tutularak zincirlerin ayrilmasi saglanir.



