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Genetik Muhendisligi bir organizmanin (hayvan, bitki
veya mikroorganizma) genomunda (hicresel DNA ve
nuklear kromozom) bulunan gen veya genlerin
kontrolli bir sekilde belirli amaclar dogrultusunda
yerinde degistiriimesi, veya baska bir organizmadan
yeni gen veya dgenlerin transfer edilmesi islemleri
butinudar.

GM: 1. Genlerin tespiti, 2. lzolasyonu, 3. Cogaltilmasi,
4. Rekombinasyonu, 5. Transferi

GM: “Rekombinant DNA  Teknolojisi’, “Gen
Klonlamas'’, “DNA Klonlamas'’, “Genetik
Manuplasyon” veya “Gen Transferi” es anlamldir.
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Bitki Genetik Muhendisliginde
Baslica Asamalar!

(1) istenile_n ozelligi kontrol eden gen veya genlerin
belirlenmesi.

(2) Bu gen veya genlerin transformasyon ekspresyon
vektorline yuklenmesi. Promotor, terminator ve diger regulator
genlerle birlikte kurulumu (Rekombinant DNA Teknolojisi)

(3) Vektoérin uygun bir transformasyon yontemiyle bitki
hicrelerine transfer edilmesi (Transformasyon)

(4) Transfer edilen bitki hiicrelerinden bitkiciklerin elde edilmesi
(Transgenik bitkilerin yetistirilmesi)

(5) Transgen ifadesinin teyidi

(6) Transgenin uygun bir elit bitkiye geleneksel islah
yontemleriyle aktarilmasi

(7) Tohumluk Uretimi



Genom: Bir organizmanin butin bir genetik materyali,
*kromozom seti + kloroplast + mitokondri”

Gen: DNA veya RNA’'dan olusmus, kromozom veya diger
kalitim materyali Uzerinde bulunan ve kalitim bilgisini tagiyan
nukleik asit dizisidir.

Genotip: Bir organizmanin genetik ozellikleridir.

Fenotip: Bir 6zelligin dlculebilir/gorinebilir yansisidir.

Ekson: Transkripsiyona-Translasyona giren gen dizisi.
Intron: Transkripsiyona giren ancak translasyona ugramayan

gen dizisi.

DNA Replikasyon: DNA'nin kendi esini sentezlemesi.
Transkripsiyon: DNA’dan RNA'nin sentezlenmesi
Translasyon: RNA’dan amino asitlerin sentezlenmezi.

Mutasyon: Kromazom vyapi ve sayisindaki kalitsal
degisikliklerdir.

Evrim: Biyolojik ve organik degisimler olup organizmalarin

atalarindan farklihgidir.
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DNA Strukttrt ve Ozellikleri:
Monomer Uniteler [dA, dT, dG, dC, ve P,O;]

DNA vyapi itibariyle monomerlerden (nukleotit) olusan bir
polimeridir. Nukleotidler ise organik bazlarin -purinlerin 9
nolu N, ve primidinlerin 1 nolu N- deoksiribozun bir Ussu
karbonuna eklenmis ve deoksiribozun bes tsslu karbonunda
bir adet fosforil grubu bulunan nikleotid dizisidir.

H c
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1 5
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1. Bazlar aromatik karakterli olup suda kolay ¢cozlulmezler.

2. Her bir baz birka¢ fonksiyonel gruptan olusmus olup
fonksiyonel gruplar hidrojen IYONU vericisi veya alicisi olarak
gOrev yapar.

3. Seker hidroksil gruplari tasir ve suda kolayca ¢cozuldr.

4. Fizyolojik pH'da fosfat grubu negatif yike sahiptir. Fosfat
grubu nikleotidin  ¢ozundrlugunu artirarak membranlararsi

gecisini engeller ve ayrica pozitif yakli iyonlara baglanmayi
artirir.
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m B. Birincil Yapi (Primer Yapi)
1. DNA bir polintkleotit olup her bir monomeri fosfodiester bagiyla
birbirine baglanmistir. Her bir fosfodiester bagi sekerin 3 tissu ucu
(3") il)e diger bir sekerin bes tssu ucunu birlestirir (3'-OH ile 5'-OH
arasil).
2. DNA'nin omurgasi biri digerini izleyen gseker ve fosfat'dan
olusur. Bazlar ise omurgadan disari sarkar.
3. Genetik bilgi bazlarda depolanir. Tek bir kodon 3 bazdan olusur.

4. DNA'nin polaritesi (yonu) sekerin asimetrisinden kaynaklanir.
Bir sarmali digerinden ayirtmak veya bir sarmalin yonunu anlamak
Icin sarmali teskil eden sekerin 5 ve 3’ nun baglanma yonune
bakmalisiniz.

Bir sarmalin yonu yazilmamigssa bunun 523’ yonunde oldugu
anlasiimalidir. Her zaman DNA sarmali yada dizisi soldan sag
yone dogru vyazilir. DNA ve RNA sentezi her zaman 5->3
yonundedir.

Polarite nedeniyle birincil yapisi 5’-GATC olan bir DNA ile birincll
yapisi 5’-CTAG olan DNA ayni degildir.



C. Ikincil Yapi (Sekoner Yapi)
Yaklasik olarak dogal olan butin

sarmallidir, sag dongult olup, her Ik

birbirine spiral olusturmasiyla bir
gostermektedir. Helikste bazlar i¢c kisimda (sudan

uzak tutulmak icin)

Iskelesi disarida,

ve suyu seven

DNA'lar  cift
| sarmalinin

neliks  yapi

seker-fosfat

sarmal birbirine zit yonde

(antiparalel) yapidadir.

Cift sarmalli heliks yapinin temeli bazlar arasinda

hidrojen baglaridir.

(“glycosidic bonds”) baghdir (baglanti N-C arasind
sekerin 1' karbonunda (C1)

Bazlar sekere (gl

purin bazlarinin 9 no

ikozit bag

C QA

azotunda ve pirimidin bazlarinin 1 nolu azotundandir).
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Bazlar helikse dikey konumda dizilidir. Bazlarin aromatik
yluzleri birbirlerine bakar. Bazlarda bulunan ama hidrojen bagi
olusturmayan fonksiyonel gruplar ise heliksin oluklari
arasindan iskelete yonelmis konumdadirlar. Helikste bulunan
oluklar farkh buyutkltktedir.

BUiyuk Oluk genis yapida bir oluk olup bazlarin sekere
baglandiklari duzlemin tersinde bulunurlar. Bu olukta diger
oluga oranla bazlarin daha fazla fonksiyonel gruplari bulunur.

Klucuk Oluk ktcuk ancak kucuk molekullerin baglanabilecekleri
oluklardir.

DNA'ya baglanan proteinler bazlarla, seker ve fosfatla
Interaksiyona girerler. Siklikla bu interaksiyon buyuk ve kicuk
oluklardan sekans spesifik olarak gerceklesmektedir.

BUYUK OLUK = _ BUYUK OLUK
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Fizyolojik DNA B-formludur.

Bazlar arasi uzaklk 3.4 A olup, bir dongude tam olarak 10.5
baz cifti bulunur. Bir dongl uzakhgi ise 34 A dir.

DNA'nin A-formu da vardir. Bu form B formunun suyunun
uzaklastiriimasiyla olusabilecegi gibi cift sarmalli RNA'da da
gorulmektedir. EGer DNA-RNA hibriti yaparsaniz A formunu elde
edebilirsiniz. A formlu DNA'nin her bir kivriminda 11 bp vardir.

Diger bir DNA formu ise Z-formudur. Kivrim sola dogrudur, her bir
dongide 12 Dbp vardir. Z formlu DNA'nin heliksi zik-zak
gorunusludur. Z-formu yuksek tuz konsantrasyonlarinda olusur ve
genellikle purin ve pirimidin bazlarinin tekrarli dizilerini iceriri.

Eger sarmal saat yontinde donuyorsa heliksin sag donguld, saat
yonunun tersine dontyorsa sol dongult oldugunu unutmayiniz.

1 Angstrom (A) = 10-1° metre = 0.1 nanometre (nm= veya 100 pikometre (pm)
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DNA'NIN YAPISINDA

Fosfat Grubu

N
. Azotlu Bazlar
o C (A,G,C,orT)

Seker
(Deoksiriboz)

C* C?



OH
HO—P 9] Esz o AGTC
| ' BAZLAR
O YK H H_T
Fosfat H 3 (2! H
OH H
DeoksiRiboz
OH OH
CHy , OH CH 4 OH
H H H H
H H H H
OH i OH

DNA RNA



DNA’NIN VE RNA’NIN YAPINDAKI SEKER

HOHC - OH HOH,C - OH
£H HE H H¥
H £ H H H

OH OH OH H
RiBOZ DEOKSIRIBOZ

5 KARBONLU SEKLERLER: RIBOZ




m iki farkli baz vardir
m PUrin
m Adenin A DNA
m Guanin G DNA
m Pirimidin
m Sitozin C DNA
m [Imin T DNA
m Urasil U -

RNA
RNA

RNA

RNA




PRIMIDIN

PURIN VE PRIMIDIN BAZLARININ NUMARALANDIRILMASI
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m Cift sarmalli bir DNA’ her bir sarmalda bulunan purin ve
pirimidin bazlari birbirlerine yuz-ytze bakar

m Cift sarmalin her bir sarmali uzerinde bulunan bir purin
diger sarmaldaki pirimidinle veya bir sarmaldaki
pirimidin diger sarmaldaki purinle hidrojen baglariyla
baghdir.

m Watson-Crick baz cifti kuralina gore
mA—=T
B G = C sarmallar H BAGLAR!I ile birbirlerine baglanir

m GC baz ciftleri (bps) AT baz ciftlerine oranla daha fazla
saglamdir.

m Adeninin-Timinle, Guaninin-Sitozinle egslesmesi kurali,
bir sarmalin diger sarmala komplementar olmasini
saglar ve komlementari kavramina gore bir sarmaldan
diger bir sarmal olusturulabilir.



= I
ANTIPARALELLIK

5’p — OHS,

S,OH% p5’

Cift sarmalh bir DNA'nin her bir sarmali
birbirlerine zit yondedir buna
lantiparallelik| denir ve ayni zamanda
sarmallar birbirlerine [komplementardir. |




BAZ CiFTi OLUSUMU

m Kovalent baglara orana daha zayif
baglar olan hidrojen baglan purin ve
pirimidin bazlar1 arasinda olusarak ki
nukleitk asit sarmalint  birbirlerine
baglarlar.

m Watson-Crick baz cifti kuralina gore

m A ve T arasinda cift hidrojen bagi
m G ve C arasinda U¢ hidrojen bagi
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ADENIN
SITOZIN
GUANIN
TIMIN

G VEYAT

AVEYA C VEYA G: T DEGIL
AVEYA C VEYAT: G DEGIL
AVEYA G VEYAT; C DEGIL
C VEYA G VEYAT; ADEGIL

URASIL
IYONOSIN
A, C,GVEYAT

z - 400>

WO I A

AVEYAC

AVEYAG
AVEYAT

CVEYAG
CVEYAT

Kaynak: International Union of Pure and Applied Chemistry (IUPAC)
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http://www.iupac.org/�

QiFT SARMALI BIRARADA TUTAN BAGLAR
1. Bazlar arasi HIDROJEN BAGLARI
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2. DNA sarmallarinda bulunan bazlarin muntazam
istiflenmesi ve baz ciftleri arasindaki Van der Waals
iInteraksiyonu.

Delil:

Ure ve formamit hidrojen bagini koparmasina ragmen
sarmallar birbirlerinden ayrilmazlar, ayrilma icin sicakliga
ihtiyac duyulur.




3. Cift sarmalli DNA'nin dis kisminda
bulunan fosfodiester baglarinin su [H,O]
ve karsit iyonlarin (K+, Mg?+, vb.)
Interaksiyonu cift sarmali korur
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DNA'nin Erime Eqrisi

HIPERKROMATIK KAYMA
HIPOKROMATIK KAYMA

DNA eridigi (denattre)
oldugu zaman diger bir 14|
soylemle cift sarmalli
tek sarmallar haline 13§
donustugu zaman UV
bdlgesindeki J2

sogurganhgi artar.
1:3

1.8

T.,= DNA'nin %50’sinin denature oldugu sicakliktir
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Denaturasyon, Renaturasyon,

? Denature +
Double-stranded DNA RNA

Hybridize

B

NN,

Hibridizasyon

m DNA - DNA
m DNA - RNA
m RNA - RNA




m Denaturasyon:

m Fizyolojik sartlarda cifte heliks yapisinda duragan
yada stabil olan DNA, cifte heliksi bir arada tutan
kovalent olmayan baglar ¢cozulerek, cifte heliks Ik
tek helikse donusturulebilir.

m Cift heliksin c¢ozllebilmesi oldukca oOnemli bir
bulgudur. Cunku cift sarmalin ¢ozunurlugu DNA
replikasyonu (DNA ikilesmesi), transkripsiyon ve
DNA lezyonlarinin (hatalarinin) duzeltiminde
oldukca gereklidir.

m Cifte sarmalli heliksin tek sarmalli helikslere
donisimi DENATURASYON olarak bilinmektedir.




Denaturasyonu Etkileyen Faktorler

a. Sicakligin 90°C’in Uzerine cikartiimasi.

D. PH nin 12 veya daha Uste veya pH nin 3 veya daha
altina cekilmesi ile DNA Uzerinde bulunan bazlardaki
fonksiyonel gruplarin etkilenmesi saglanarak DNA’nin
denattrasyonu saglanabilmektedir.

C. Suda c¢oOzunur olmayan c¢ozuculerin ornegin formamit,
guanidin, sodyum salisilat, dimetil sulfoksit (DMSO),
propilen glikol ve ure gibi ¢cozuculer DNA bazlarinin bu tar
cOzeltilerde dagilimlarinin artirilmasiyla cifte sarmalli heliksi
tutan hidrofobik baglantinin kapmasi saglanabilmektedir.




DNA'nin icinde bulundugu sollisyonun iyonik gtcunidn
azaltlmasiyla denatirasyon saglanabilmektedir. Cift
sarmalli heliksin her birinde iskelet yapiyi olusturan negatif
yukli fosfat normal sartlarda her iki heliksi birbirinden
itmektedir. Bu nedenle bu negatif itimin pozitif yuklerle
dengelenmesi gerceklestirilir. Iste bu pozitif yikl saglayan
karsit iyonlar DNA'nin bulundugu ortamdan uzaklastirilirsa
DNA denatlre olur. Ancak tam bunun tersine DNA'nin
bulundugu ortama tuz eklenirsi pozitif yuUk DNA’'nin cifte
heliks yapisini korur.

e. Denaturasyon baz icerigiyle de ilgilidir. Dizisinde cok

sayida G-C baz cifti bulunduran DNA’lar AT bulunduranlara

oranla Denaturasyona daha dayaniklidirlar. DNA'nin baz

itc);elriginlio_l_ bilirsek denatirasyonu hakkinda tahminde
ulunabilir.




Denatlrasyon Ultra Viyole (UV) Isik
Absorbasiyonu lle Izlenebilir.

a. DNA'nin yapisinda bulunan 4 baz ortalama
260 nm’de maksimum absorbsiyona sahiptir.

b. Cift sarmalli helikste UV absorbsiyonu tek
sarmalli  helikslere gore daha azdir. UV
absorpsiyonundaki degisim HIPOKROMIK KAYMA
(hypochromic shift) olarak isimlendirilir ve
izlenebilmektedir. { e

"




c. Tam denatlrasyon veya erime (melting) profald,
bir ¢ozeltide bulunan DNA'nin yarisinin cift sarmalli
yapidan tek sarmalli yapiya donustugu sicakliga
erime sicaklgi, denaturasyon sicakligr veya T,
olarak bilinir.

d. T, birkagc faktor tarafindan etkilenmektedir.
Bunlar 1) DNA dizisindeki G+C icerigi; 2) DNA'nin
bulundugu sollsyonun iyonik icerik ve gucl; 3)
DNA'nin icerisinde bulundugu c¢oOzeltideki suda
cOzulmeyen solventin varligi ve konsantrasyonu ve
4) cifte sarmala baglanan 6zgun proteinlerin varligi
ve konsantrasyonu.




mRenaturasyon

mCifte heliks ayristirildiginda uygun sartlar tekrar
uygulandiginda cift sarmali heliks tekrar olusur.

a. Ayrismis tek sarmalli iki DNA'nin cift sarmalli
bir DNA helliksi olusturmasina renattrasyon denir.
Renatirasyon 260 nm de UV sigli altinda
1zlenebillir.

b. Renatlrasyonda bir sarmal komplementeri
olan diger bir sarmalla cift heliksli bir DNA
olusturur ancak bu olusumda baz eslemeler
arasinda uyumsuzluk olabilir ornegin A ile C,
eslesebilir. Buna uyumsuz eslesme _ denir.
Uyumsuz eslesme derecesi etkilenebilir. Ornegin
dusuk sicakliklarda renattrasyon veya yuksek iyon
konsantrasyonlari gibi.




c. Tekrar olusum yada renatlirasyon komplementer
olan sarmallarin konsantrasyonlariyla da ilgilidir.
Yuksek konsantrasyonda sarmallar
komplementerlerini daha kisa bir strede bulabillir.

d. Catisma yada uyumsuzluk komplementer DNA
sarmallari arasinda az orandadir. Uyumumun
fazlaligi ikl farkli sarmalin kisa slrede fermuar
seklinde kisa slrede birlesmesiyle sonuclanirken
uyumsuzlugun fazla oldugu renattrasyonlar fazla
stabil olmazlar.




m Renaturasyon nukleik asit hibridizasyonunun
temelini teskil etmektedir. Bu yontemle DNA-

DNA yada DNA-RNA, yada RNA-RNA hibritleri
olusturulabilmektedir.

m Tek sarmala donusturiulen DNA yada RNA
radyoaktif maddelerle etiketlenerek  prob
yapilabilmekte daha sonra nukleik asitler
arasindaki dizi benzerliklerinin belirlenmesinde
kullanilabilmektedir.




Sap ve iimik RNA structure

Sap .
,  llmik
R /
Sap (Stem): gift sqrmalll UCCUUCEGABUAU—UARRAY G,
RNA baz eslemesi AGEARGEELEALA ALLS,
yapan kismidir. Watson-
Crick baz eglemesi s e 8 il o
kuralina uyar. LT T e v
- GGAGGAAGECUEAUAUA—UUUAUA
limik (loop) bazi
eslomest yorur ST T
UCCUUCGGA[GUAU-UAAAL  C
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m 1970 Howard Temin ve David
Baltimore birbirlerinden habersiz
Ilk restriksiyon enzimini izole
etmislerdir.

m DNA’'lari 6zel sekans dizilerinden

kesilebilmektedir. Bu tip enzimler \L I
restriksiyon endonukleazlar
olarak bilinir. —=<

m Kesilmis DNA baska DNA N Q
uclarina eklenebilmektedir. —7 D

m Gen klonlamasina onemli /—-K_)

dizeyde katki saglamistir. e

b — g un B B B & m
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HATCGTGC.ACGATTG
Sekil-14.1. Palindromik-dizi-6rnegic c

q
-+ Sekil- 14.1'de- verilen- palindromik- dizi- 14- baz- ¢ifti- uzunlugundadir. - Bu- diziyi- taniyan-
restriksiyon- enzimlerine- 14'li- kesici- restriksiyon- enzimi- adi- da- verilir.- Diger- tayaftan- 5°-
GAATTC-3"/3’-CTTAAG-5- gibi- alt1- diziyi- tamyanlara- 6'li- kesict,- 5'-CCGG-3'/3'-GGCC-5'-
tantyanlara- 1se- 4'lii- kesici- restriksiyon- enzimleri- adi- verilmektedir. - Bir- enzimin- herhangi- bir-
DNA'y1-tantyip-kesme-olasilii-kabaca-1/41V-ile-hesaplanabilir.
q
- Burada- ™:- enzimin- DNA - iizerindeki- tanima- baz- ¢ifti- uzunlugudur. - Ormegin- tanima-
sekans-uzunlugu-4-ise-bu-enzim-her-256-baz-uzunlugunda-bir-DNA'da-tek-bir-kesim-yapabilme-
ozelligindedir-denilebilir,- TU-6-1se-bu-enzim-4096-baz-¢iftinde-bir-kesim-yapabilme-olasiligma-
sahiptir. -
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Sekil-14.2. Diiz-ve-yapiskanug-olusturan-restriksiyon-enzimleric




H
Some restriction enzymes

EcoRl Escherichia 5 AT =4 5 KA~ C—
coli L
S i il e S et ST AN 5 &=
t 5’ overhang
Pstl Providencia —€—T—G—C—A 3 G—
stuartii
=1 3'A—C—G6G—T—C—
3’ overhang
Smal Serratia == G—G—G—
marcescens
—6—6—G e=c—¢c—
Blunt ends
(b)
Haelll Haemophilus —G6—G 5 ==
TP —e=cs 66—
Blunt ends
Hpall Haemophilus =€ C—G—G—
parainfluenzae
K =
5’ overhang




'_
KESiM SITESI TANIMA SITELERI KESiM SITESi

} g S 4l

-——CCACTTAAGTCGAAGCGTAATCIGTCGACATCG --

Eco R | ENZiMi Pvu Il ENZiMi
YAPISKAN TERMINAL KUT TERMINAL
---GGTG _aATTﬁiaGcTTCGCATTAGCAG CTGTAGC---
---CCACTTAA GITCGAAGCGTAATC|IGTC GACATCG---

YAPISKAN UG (Eco R1)

KUT UG (Pvu II)

REKOMBINANT VEKTOR

Sekil-14.3.-Cift-restriksiyon-enzim-kullanimi-ile-pozisyonel-alt-klonlamac




B
4.4.5. ELEKTROFOREZSY

q
En- basit- tamimlama- ile- elektroforez- elektrolitlerin- (iyonlarin- ve- iyonik- bilesiklerin)- bir-
elektriksel- alanda- hareketidir.- Elektroforez- islemi- ile- kromatografi- islemi- arasindaki- temel-
farklilik- kromatografide- hareketli- fazda- bulunan- solut- kapilar- hareketle- ilerlerken- elektroforez-
1isleminde-1yonlar-elektriksel-akisla-hareket-etmektedir.§
q

-+  Elektroforez- islemimde- bir- destek- matriksi- (kagit,- jel)- uygun- bir- tampon- igcerisine-
yerlestirilir.- Yatay- olarak- yerlestirilen- matriksin- iist- yilizeyi- 1-2- mm- tampon- solisyonu- ile-
ortiilidiir. - Dikey- olarak- yerlestirilenlerde - dregin- poliakrilamid- jellerde-matriks- iki-cam-plaka-
ile- kapatilmstir. - Ister- yatay- isterse- de- dikey- olsun- her- iki- sistemde- de- matriks- u¢- kisumlari-
solisyonun-icersindedir. -
q

- Sekil-4.3'de-yatay-elektroforez-sisteminde-destek-matriksi-agaroz-ve-aynsimi-disiiniilen-
molekill- DNA- olarak- gosterilmektedir.- Elektroforez- sisteminde- kullanilan- matriks- (6rnegin-
agaroz,- poliakrilamid- vb)- gozenekli- olup- bu- gbzeneklerden- yuklii- molekiller- butyiikluklerine-
gore-hareket-ederler. -Biylik-molekiiller-kiiciik molekiillere-gore-daha-yavas-ilerler.
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Sekil-4.3. Elektroforez-cihazi-ve-ayristirma-prensibic
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