GENETIK MUHENDISLIGI



Bazlar arasindaki H baglari kopunca c¢ift sarmalin zincirleri
birbirinden ayrilir:

H baglari

1) pH degisikligi ve/veya

2) Sicaklik

3) Enzimler araciligiyla kopar.

Ana omurgadaki fosfodiester baglari bu etkiye dayaniklidir,
kopmaz!

DNA'nin iki zinciri birbirinden tamamen ayrilsa bile denaturasyon
GERI DONUSUMLU bir olaydir. Sicaklik dusuralip, pH
ayarlaninca iki zincir tekrar birlesir:
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izole edilen DNA lar tamamen denature edildikten
sonra tekrar birbirleri ile kanstirilacak olursa ayni
tiirden DNA lar tamamen, farkh tiirden DNA lar ise
kismen hibritlesebilir.

Farkh tilrden DNA larn birlesmesi ile olusan yapiya
hibrit dupleks yapi adi verilir.

Eger insan, maymun ve maya DNA si denature edilip
karistinlacak olursa insan-maymun dupleks orani,
insan-maya dupleks oranindan daha biyiik olacaktir.

DNA-DNA hibridizasyon testleri ile canlilarin birbirine
olan benzerlikleri belirlenebilmektedir.

DNA-DNA ve DNA-RNA hibridizasyonu genetik
miihendisliginin 6nemli bir uygulama alani olup bir
canhidan uygun vektoérler ile bir baska canliya genlerin
aktariimasi islemi yapiimaktadir.



DNA polimerazin reaksiyon sirasindaki u¢ boyutlu yapisi,
kalip primeri kavrayan kismen kapali durumda bir sag el
seklinde. Enzimin birimleri: bas parmak, parmaklar , aya.
Yeni sentezlenen DNA aya ile iligkili; kataliz yeri parmaklarla
bas parmak arasindaki oyukta
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Replikasyon catalinin ilerlemesi icin cift sarmali ¢ozen enzimler;
halka biciminde heksamerik proteinler
Tek zincirli DNA'ya baglanip, enerji olarak ATP hidrolizini

kullanarak tek zincirli DNA boyunca hareket eder ve baska bir
DNA zinciriyle baglantisini yok ederler.
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Prokaryotlar daire seklinde biiyik bir DNA molekiiline
sahiptir.

Bazi bakteriler nukiear bolgelerinde kendi DNA lan
disinda sitoplazmalarinda serbest olarak dolagan
kiiciik dairesel DNA molekiilleri tasiriar. Bu
ekstrakromozomal DNA lara PLAZMID ad: verilir.

Bakterilerin binlerce gen tasimalarina karsihk
plazmidieri birka¢ gen bulundururiar.

Bakterilerin cogalmasi sirasinda plazmidilerde kendi
benzerlerini sentezlerier ve yeni bakterilere ayni
sekilde gecerier.

Plazmidiler genetik miithendisliginin onemli bir aracidir.
Bakterilerin icinde gogalan plazmidlerin izole
edilmeleri mimkindiir.

Izole edilen plazmid DNA lan bir yerinden kesilerek

baska bir hiicreden alinan veya mRNA dan sentezienen
en bu bolgeye yerlestirilerek tekrar ait oldukian
akteriye nakledilirler.

Bu geni alan bakteri yeni bir protein sentezlemeye
baslar. Bu teknige adh
verilmektedir.



eCubuk seklinde (basil)

eMinimal besiyerinde yetisebilen
eSpor olusturmayan

e Baklagillerde azot fiksasyonu yapan Rhizobiaceae
amilyasina ait bir Alpha proebacterium'dur.

e Dikotiledonlarin 140 turiinden fazlasinda Ta¢
ru hastaligina (tlimor olusumu) neden olan bir ajandir.




eTac tumorleri baslarda kucguk, beyaz,
yumusak cikintilar olarak gozlenir.
Buyuduikce yuzeyi kahverengilesir.

eBakteriyle enfekte olan bitkide bliyiime B

yavaslar, bitki abiyotik sartlara daha
duyarh hale gelir.

eTumorlu bolge diger fitopatojen-lerle
daha kolay enfekte olabilir.




Agrobacterium tumefaciens
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Agrobacterium tumefaciens







* 1983

Agrobacterium  tumefaciens’in  vektor  olarak
kullanilmasiyla gerceklestirilen i1k bitki
transformasyonu




Agrobacterium’un
biyoteknolojide kullanimi

* Agrobacterium’un bitkilere gen transfer edebilme

yetenegi, biyoteknolojide ozellikle bitki 1slahinda cok
kullaniimaktadir.

* Ti plazmidindeki tumor indukleyici genler cikarilir ve

istenilen gen, secimi kolaylastiracak bir marker genle
beraber plazmide eklenir.




* Protoplast kulturleri, vyaprak diskleri gibi bitki
materyalleri, degistirilmis plazmide sahip bakteri ile
enfekte edilir.

* Transformasyonun gerceklestigi parcalar alinarak
bitki doku kultirunde vyetistirilir  Daha iyi
transformasyon icin bitki de manipule edilebilir.

* A. tumefaciens, dogada dikotil bitkilerde 90 aileden
yuzlerce turu enfekte edebilir.

* Laboratuvar calismalariyla bu sayi daha da
arttirilmistir. Sadece enfekte edilemeyen bitkiler
degil; bakteriler, mantarlar ve insan hicrelerinde de
basarili calismalar yapiimistir.




En genel anlamiyla bitkilere gen
aktarimi;

gen protein Urtndnln islevi bilinen dogal

ya da sentetik nukleik asit dizilerinin bitki
hiicrelerine genetik mihendisligi teknikleri
kullanilarak aktarilmasidir.




Genetik transformasyon olarak
tanimlanan bu sireg;

Yabanci nukleik asit molekdlintn hicreye
girisi (insersiyon),

Genoma baglanmasi (entegrasyon),

Genin anlatiminin yapilmasi (ekspresyon)
ve

Genin/ kazanilan yeni Ozelliklerin yavru
dollere aktarimi (transmisyon)
asamalarindan olusur.




Transgenik bitki nedir?

« Genomunda kendine ait olmayan farkli bir
gen veya yabanci DNA tasiyan bitkilere
denir.
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Transgenik bitkilerin kullanim
alanlarindan ornekler

Besin kalitesinin iyilestirilmesi
Herbiside dayanikhlik
Boceklere dayaniklilik
Hastaliklara Dayaniklilik

Abiyotik stres sartlarina dayanikhlik
Antisens RNA ve RNAI

Biyo-ilaclar (Molekdiler Tarim)

Transgenik bitkiler tarafindan uretilen bazi
proteinler

Transgenik yenilebilir asilar




» Besin kalitesinin iyilestirilmesi
o Altin piring, Beta-karoten (Vitamin A prekirséri)
o Yag asitleri kompozisyonu degistirilerek riin kalitesinin artiriimasi

» Herbiside dayanikhlik

o Glifosat
o Phosfinotrisin (PPM)

» BOceklere dayanikhlik

o Zararhlar icin toksik protein Gretimi
o Cevre dostu, ekonomik

» Hastaliklara Dayaniklilik

o VirUslere dayanikliik (Domates, patates vb.)

o Fungal hastaliklara dayaniklilik (Aycicegi, asma powdery mildew —celtik
chitinasel geni)

Erik pox virtsiine dayanikh transgenik erik




» Abiyotik stres sartlarina dayaniklilik

o Tuza dayaniklilk (Tuza dayanikli domates)
o Dona dayaniklilik
o Kurakhga dayaniklilik

» Antisens RNA ve RNAI

o Domatesin Pazar dmrinin uzatiimasi

o Etilen Uretimi durdurulmasi

o Virlslere dayanikhlik

o Sus bitkilerinde degisik cicek rengi olusumu

v Biyo-ilaclar (Molekuler Tarim)

o Bakteriler tarafindan Uretilemeyen proteinler (Glikoproteinler)

o Istenildigi miktarda tarla sartlarinda iretilebilir (Pahali fermentasyona
gerek yok)

Memeli hlicreleri veya dokularindan kaynaklanan (bulasici hastalik) bir
tehlike yok

Saflastirma oldukca kolaydir




» Transgenik bitkiler tarafindan Uretilen bazi
proteinler

o Insan biiylime hormonlari
o Insanlar igin kullanilan antikorlar
o HIV, RSV, HSV (soguk alginligi) vb.

» Transgenik yenilebilir asilar

o Akut solunum hastaligi
o Kolera
o Bazl bakteriyel hastaliklar




Transgenik bitkiler nasil elde edilir?

* Dogrudan gen aktarim sistemleri

» Biyolistik (partikul tabancasi veya bombardimani)
Elektroporasyon
Kimyasal yontemlerle protoplastlara gen aktarimi
Makroenjeksiyon

Mikroenjenksiyon

Polen transformasyonu

Zigotik embriyoya DNA emdirilmesi
Fiberler araciligyla DNA aktarimi
Sonikasyon

Desikasyon

Elektroforez ve mikrolazer




« Dolayli gen aktarim yollari
* Agrobacterium tumefaciens

* Agrobacterium rhizoghenes
* Viruslar




- Biyolistik
Biyolistik, biyolojik ve balistik kelimelerinin kisaltmalarinin birlestirilmesiyle

adlandirilan, hucrelerin DNA ile kapl hizlandinimis mikro tasiyicilarla transfekte
edilmesinde kullanllavr)_ bir yontem/cihazdir.
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Metal partikulleri

Tungsten partikulleri

Tungsten partikullerinin ortalama caplari 0,5-2,0 um’dir. Ancak
duzensiz sekilleri ve belli htcre tipleri icin toksik etkili olmalari, DNA
cOkelmesine neden olabilen yluzey oksidasyonuna neden olmalari
nedeniyle tercih edilmezler. Bunun yerine daha pahali olan ancak
1-3 um capta duzenli sekillere sahip olan altin partikulleri
kullaniimasi tercih edilebilmektedir.




Partikullerin Hazirlanmasi

1.Asama: Partikullerin sterilizasyonu ve birbirlerinden ayrilimasi:

30mg altin partiktlu tartilir ve steril bir silikon santrifdj tiptne
yerlestirilir konur ve ustune 0.5ml %100’luk etanol eklenir, yuksek
hizda 1-2 dk vortexlenir. Ardindan 10.000 rpom’de 10 sn donduarulur.
Islem U¢ kez tekrarlanir.

Tup 1 dk boyunca santriftjlenir, ardindan stpernatan alinir yerine
0.5 ml steril ve iki kere distile edilmis su eklenir. Daha sonra
vortekslenir ve santrifuje konur. Islem bir kez daha tekrar edilir.

Partikuller son kez 0.5 ml steril ve iki kere distile ediimis suda
¢ozunur ve 50 pl aynlir diger karisim 4° C'de saklanir.




Partikullerin Hazirlanmasi

2. Asama: Partiktllerin kaplanmasi:

« 50 plaltin partiktltinun bulundugu siviya yapilabilirse vorteks
sirasinda , 90 pl 2.5 M CacCl2, 20 ul 0.1 M taze

spermidine eklenir.

« Vortekslemeye 3 dk boyunca devam edildikten sonra en yuksek
hizda 6 sn santrifujlenir ve ardindan tupten mumkun oldugunca
cok supernatan uzaklastirilir.

250 ul %100°luk etanol eklenip, vorteks, santriflj ve
supernatanin uzaklastiriimasi sirasi uygulanir.

Partiktller 100 pl %100’luk etanol igcine konulup dusuk hizda
vortekslenirken her makro tasiyiciya 15 pl'lik esit miktarlarda
aktarihriar.




Neler aktarilabilir?

Uygun promoter bolge ile birlikte:
Reporter gen
Marker Gen
Genin kendisl
Faj

Bakteri

Maya hucreleri

Gene delivery by the Helios™ Gene Gun




Biyolistik yontemi baslangicta maya ve kulture alinan hayvan

hucreleri ile kloroplastlar gibi bitki organellerine gen aktariminda
kullaniimistir.

Bu yontemle polen, bitki organlari, meristemler, kallus,
olgunlasmamis embriyo, olgun embriyo parcalari, yaprak parcalari,
mikrosporlar gibi degisik dokulara gen aktarimi uygulanabilir.




Yontemin avantajlari/dezavantajlari

Kullanim kolayligi

-Her ateslemede mikro tasiyicilarin birden fazla
ndcreye ulasabilmesi

Dokulara zarar verebilmesi

Mikro tasiyicilara bagli genlerin biyolojik
aktivitelerinin bozulmamasi

Bir cok doku, hlcre ve canli turine
uygulanabilmesi

Basarili ydontem icin denemelerin gerekmesi
Basarili aktarimin sinirli yizdesi olmasi
Kullanilan malzemeler bazi modellerde pahali







Elektroporasyon ile protoplastlara gen aktarim
BioRad micropulser elektroporator




Elektroporasyon, hiicrelere veya
dokulara kisa zamanh cok kuvvetli
elektrik akimi uygulayarak, hiicre
zarimda nanometre boyutunda

gecici porlar olusturulmasi islemidir.

Bu gecisken durumda zar, hiicrelere
DNA, enzim, antibodi ve diger
makromolekiil gecisine izin verir.




Elektrop orasyonun avantaj lari

Hizli bir }fi:iut.enldir.

Genis kullanim alan: : Elektroporasyon neredeyse tiim hiicre ve tiir

tiplerinde etkilidir.
Verimlilik: Hiicrelerin co ou hedet DNA molekiiliinii icine alr.

Kiucuk i:i]g:ek: Gerekli olan DNA miktan diger metodlardan daha

dusuktur.

Alic1 hiicre icin toksik etk oOstermez.




Kimyasal yéntemlerle protoplastlara gen aktarimi

Electrofusion between mesophyll (M. sativa) and callus (M.coerulea) protoplasts.




Elektrop01"115}-—?0111111 dezavantaj lar:

Hiicre zarar:: Eger alkkimlar }-"ﬂlllls uzunlukta ve siddette 1se baz ])Ol‘lﬂl‘
cok biiviivebilir ya da zar desarjindan sonra acik kalabilir ve hiicre

zararima }--‘ol acabilir.

Belil'gill olma}?au iletim: Elektropermahﬂite sliresince hiic:re}-*e oiren ve
cikan maddenin iletimi dengeli degﬂdir. Bu da iyon dengesizligine }-"01
acabilir ve hicre fOIlliSi}-"OIlllIldﬂ bozukluklara ve hiicre oliimiine }-“ol

acabilir.
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Cell Membrane Cell Membrane Cell Membrane
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(Cell returns to original state)




MikrOenjEKSiYOma, protoplastlara, izole edilmis hiicrelere,

kallus, meristemler, zigotik ve mikrospor tirevli proembriyolar gibi cok
hiicreli dokulara DNA aktarimi yapilabilir.




Dolayll gen aktarim yollari

Agrobacterium tumefaciens ve Agrobacterium rhizoghenes

TDNA
O rlazmid yeniden
bakteri hicresine
yerlestirilir © yabanei gen tagiyan

A tumefaciens x:jx:]:
@ ( Z §> yabanci gen tajiyan
kesim :

TDNA bédlgesi, bitki e
- -
kromozomlarina N

P entegre olur.
T-DNA~ 16 bitki hiicreleri

kaltarde
bU‘yﬂJYU lGr

bolgesi

€ -lazmid bakteriden R.ekombir_wm
izole edilir ve TDNA Ti plazmid

R.Eile kesilir
© Yabanci DNA
f plazmidin TDNA
’ bblgesine yerlestirilir. @ Hicre kionlarindan transgenik

@ banei DNA daaym bitkiler wretilir.

enzimle kesilir.




A. Tumefaciens enfeksiyonuyla Bitki huicresine tutunmus A.
meydana gelen tag tiimor olusumu tumefaciens hiicreleri




Onkogenik bélge  Sitokinin Gretimi  Qpin sentezi

Sag T-DNA sinir
Sol T-DNA sinin

\ Konjugatif transfer

7" T-DNA bélgesi
Ti Plazmidi

Virdlans bélge Opin
katabolizmasi

Replikasyon orijini







