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“Genetik Miihendisligi

Genetik mithendisligi bir organizmanin
(hayvan, bitki veya mikroorganizma)
genomunda (sitoplazmik ve/veya niiklear)
bulunan gen veya genlerin kontollii bir
sekilde belirli amaclar dogrultusunda
“verinde degistirilmesi, kopya sayisinin
artirilmasi veya azaltilmas1”, veya baska bir
organizmadan yeni gen veya genlerin
transfer edilerek eklenmesi icin gerekli
kurallar arastiran bilim dalidar.



Genetik Muhendisliginde:Baglica Asamalari

~TIstenilen ozelligi kontrol eden gen veya genlerin
belirlenmesi

Bu gen veya genlerin transformasyon (ekspresyon)
vektorine yliklenmesi. Promotor, terminator,

diger regiilator ve destek niikleikasit dizinleri
ile birlikte gen kasetinin kurulumu

Vektoriin uygun bir transformasyon yontemiyle
hedef hiicrelere (eksplant-totipotent
hiicrelere) transfer edilmesi- transformasyon

Transfer edilen hiicrelerden bitkiciklerin elde
edilmesi

Transgenik bitkilerin yetistirilmesi
Transgen ifadesinin saptanmasi

Transgenin uygun bir elit bitkiye geleneksel i1slah
yontemleriyle aktarilmasi ve hibrit tohumluk
uretimi
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ﬁ Bir Bakteriyel Gen Kaseti

Translasyon Bitisi
Transkripsiyon Baslama

l_, Translasyon Baslama
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/ Transkripsiyon Bitisi

Promotor  Ribozoma Baglanma Sekansi

Regiilator (Promotor/RB dizileri) + Gen+ Regiilator (Terminator)
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PROTEINLERI KODLAYAN
DNA GEN FORMUNDA
NUKLEUSTA BULUNUR
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DNA FORMUNDAKI
GENLER HAM RNA'YA
(hn-RNA) VE SONRA
mRNA FORMUNA
DONUSTURULUR
. (TRANSKRIPSIYON) |
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Kodon: Kedon DNA/mRNA tizerinde bulunan/ve/lﬁ‘
yodon:

~—amino asite karsilik gelen 3lii bazlarin olustugu
tripleks bazlardar.

Antikodon: tRNA'nin antikodon bolgesinde bulunan ve
KODON’ a komplementer olan 3 bazlik triplettir.

(")rnegin Antikodon: 3’-UAG-5’ ise Kodon: 5-AUC-3’
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= 5'- (BIRINCi BAZ) ORTADAKI BAZ 3’- (UCUNCU BAZ)
vy U | C A |G
Phe Ser
U Phe Ser
Leu Ser
Leu | Ser Trp

Leu Pro His Arg

C Leu | Pro | His Arg
Leu Pro Arg
Leu Pro Arg
lle
A lle
lle Lys Arg
Met Lys Arg
Val Ala | Asp
G Val Ala | Asp
Val Ala Glu

Val Ala Glu

OQPrOCcC OPOC OPOC OPOC -—



single-letier

code abbreviation | full name
A Ala Alanine
K Arg Arginine
N Asn Asparagine
D Asp Aspartic acid
C Cys Cysteine
Q (Gln (Flutamine
E Glu Glutamic acid
G Gly Glycine
H His Histidine
I Ile Isoleucine
L Leu Leucine
K Lys Lysine
M Met Methionine
F Phe Phenylalanine
F Fro FProline
5 Ser Serine
T Thr Threonine
W Trp Tryptophan
Y Tyr Tyrosine
v Val Valine
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VEKTORLER/PLAZMITLER

Ekspresyon ve klonlama vektorleri transfer edildigi alic1 organizmalarda, bu
organizmadan bagimsiz olarak replikasyon (¢cogalma) 6zelligi gosterirler.
Vektorlerin replikasyonlar1 sadece alici hiicre icerisinde (veya PZR)
gerceklesir. Bu nedenle replikasyon orijini icerirler.

Ekpresyon vektorleri klonlama vektorlerinden farkli olarak aktarilmak
istenen genin dokular iizerinde ifade edilebilmesi icin RNA polimerazlarin
taniy1p baglanabilecekleri diizenleyici diziler (PROMOTOR,
transkrispsiyon, translasyon icin baslama ve bitis isaretleri,
poliadenilasyon isareti ve ribozoma baglanma DNA dizileri) icermektedir.

Ekspresyon vektorleri ayrica sadece gen aktarimi yapllan hiicre ve dokularin
secimi icin SELEKSIYON geni (seleksiyon markir geni yada genleri) icerirler.

Ekspresyon vektorleri aktarilan genin bitkide anlatim yapip yapmadiginin
anlasilmasina yardimci olmak iizere yer alan RAPORTOR gen yada
genlerden de olusur.

Ayrica her iki vektor sisteminde yabanci DNA'nin vektore eklenebilmsi icin
ozel restriksiyon enzim tanima sekanslarindan olusur.

Transfer edilecek genin yerlestirildigi DNA dizilerinin sag ve sol
taraflarinda ise homoloji tabanli rekombinasyonu saglamak amaciyla 6zel
DNA dizileri yerlestirilir.



TRANSFORMASYON/EKSPRESYON VEKTORLERI: —

Ekspresyon Vektorleri Ayni Zamanda Transformasyon
Vektorii olarakta kullanilir.

Transfer edilecek genin organellere mi yoksa niikleusa
m1 entegre edilecegine gore bu vektorlere ozel diziler
eklenerek entegrasyonun dogrulugu artirilabilmektedir.

Plastid (kloroplast) vektorleri, LTR ve RTR olarak
gosterilen sag ve sol plastid hedefleme bolgeleri ile
organellere hedeflenirler.

Belirlenmis @ DNA  sekanslar1  secilen  bolgeye
homologdurlar ve 1-2 kb b(glutundadlrlar. 50 kb DNA (20-
30 genlik) girisi icin uygundur.

Plastid tekrar vektor (pPRV) serileri, trnV-rpsi2
bolgesine girisi hedeflerler.

Plastid transgenleri, 5-PL (promotor ve lider) ve 3-T
kaset (T-terminator) de eksprese olurlar.

PL kasedi, promotor ve translasyon kontrol dizisi icerir.

Translasyon kontrol dizisi, mRNA g5-translasyona
ugramayan bolge (UTR) veya s5'-translasyon kontrol

bolgesi (TCR) olabilir.
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Ekspresyon Vektorlerinde — Bulunan™ Gen
Kasetlerinde:

mRNA’larin 5-UTR’1 mRNA stabilitesi icin
gereklidir ve bu dizi mRNA’nin ribozomlara
yerlesmesini kolaylastirir.

=

Transformasyon kasedindeki mRNA 3’-UTR'yi
dizisi ise T-3-UTR, transkripsiyon ve
translasyon sonlandirmada gorev yapar ve
mRNA stabilitesi icin gereklidir.

Vektorler ayrica az ve c¢ok sayili vektorler
olarakta isimlendirilirler. Az sayil1 vektorler
hiicre icerisinde az sayida olup genellikle 1-10
arasinda bulunurlarken cok sayili vektorler
100-1000 kopya halinde bulunurlar.
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~_Transfer Edilmek Istenen Genin- “Genlerin  Alici

Hicreye Transfer Edilip Edllmedlglnl Raporlayan
Genlerdir.

 Kloramfenikol asetiltransferaz (CAT)

o Antibiyotik kloramfenikol dayaniklilik
saglar

e [3-galaksidaz
e Mavi Renk olusturur

 Atesbocegi lusiferaz enzimi
 Floresan Protein

* Yesil Floresan Protein (GFP)
 Floresan Protein



Markir-Genleri(Seleksiyon-Genleri)="

Bu genlerin trinlerinden vyararlanilarak Vektor tizerindeki
genlerin alici hiicreye entegrasyonu sonucu vektori alan
hiicrelerin ¢ogalmalarina imkan taninirken transfer edilmeyen
hiicrelerin 6lmeleri saglanir.

Antibiyotik Dayaniklilik Genleri

 kanamisin
Herbisit Dayaniklilik Genleri
e Glifosat 5-enolpirtivatsikimat-3-fosfat sentaz (EPSPS)
Metabolit Genleri

e Fosfomannoz Izomeraz (ve ManA geni): Ortamda seker olarak
mannoz varsa hiicre yasayabilmektedir.
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Antibiyotik Dayaniklilik Markir Genleri:

Neo geni: Neomisin fosfotransferaz II (NPTII) enzimini
sentezler ve bu enzim aminoglikoziti inaktif eder. NPTII

enzimini tasityan organizmalar ise KANAMISIN ve NEOMISIN
antibiyotikleri iceren besi ortaminda yasayabilirler.

Herbisite Dayaniklilik Markir Genleri:

Buctril markali herbisit ioxynil ve bromoxynil kimyasal
iceriklidir. Bu herbisit dikotiledon bitkilerde fotosentezin 1sik
everesi reaksiyonunu durdurmakta ve dolayisiylada bitki
yasayamamaktadir.

Klebsiella pneumoniae bakterisinden izol edilen bir gen (bxn)
tarafindan sentezlenen nitrilaz (nitrilase) enzimi ioxynil ve
bromoxynil'i inaktif hale dontstirebilmektedir. Bu enzim
bromoxynil'li 3,5 dibromo-4-hydroxybenzoic acid'te (DBHA)
dontistiirmektedir.



_ORIJINLERINE GORE VEKTOR!
TIPLERI
Plazmitler
Bakteriyofajlar
Kosmitler
Bakteri Yapay Kromozomlari (BYK: BAC)
P1 Yapay Kromozomlari (PYK: PAC)
Maya Yapay Kromozomlari (MYK: YAC)
Memeli Yapay Kromozomlari (MeYK: MAC)

Insan Yapay Kromozomlari (IYK: HAC)
Yeni lleri Yapay Kromozomlar



Plazmitler: ——

~

Bakteri DNA’s1 yaninda ondan ayri olarak bulunan, genellikle
halka yapida ve bagimsiz cogalabilen DNA molekiilleridir.

Dogal olarak bulunan plazmitler btyik ve kullanissiz
olduklarindan, bunlarin yerine in vitro ortamda amaca yonelik
olarak hazirlanan yapay plazmit vektorler kullanilmaktadir.

Dogal olarak var olan plazmit DNA'larin tizerlerinde amfisilin,
tetrasayklin veya kanamisin gibi antibiyotiklere karsi direnc
genleri tasirlar.

Antibiyotiklere direnc generi bakterilerin bu tiir ortamlarda
yasayabilmelerine olanak sagladigi gibi vektor sistemlerinde ise
seleksiyonda onemli fonksiyonu olan seleksiyon markir
genlerdir.

Kullanilan ilk plazmit vektor pBR322 olarak isimlendirilmistir ve
bu vektor 4361 bp DNA icermektedir.

Plazmitler 10 kb varabilen yabanci DNA (sizin tarafinizdan
eklenmis) tasiyabilmektedir.



Dogal olarak bulunan vektorler bakteriler arasinda
eseyli iireme benzeri gen transferi yapmalarinin yani
sira dogada yayilmis olan bakterilerin antibiyotiklere
karst dayanikliligini saglayarak yada agir metalli
ortamlarda, yada asir1 tuzluluk gibi ekstrem sartlarda
yasamalarina  veya  birbirleriyle @ bir  arada
bulunamayacak bakteri tiirlerinin ayr1 ortamlarda
bulunmalarina neden olmaktadirlar.
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- Mekik (Shuttle) Plazmit Vektorleri:

Prokaryotik replikasyon orijini ve promotorleri tasryan
ekspresyon vektorlerine, okaryotlara ait replikasyon
orijini ve  promotor de ilave edilirse, bu tipte
hazirlanan vektor hem prokaryotik ve hem de
okaryotik (maya hiicresi) tizerinde tasidigi genleri
ifade edebilmekte veya cogalabilmektedir.

Bu nedenle bunlar iki fonsiyonlu plazmitler veya
vektorlerdir.

Bu sistem oOzellikle bazi okaryotik genlerin bakteride
ifade edilememesi durumunda biiyik oranda katki
saglamaktadir.
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MEKIK (SHUTTLE) VEKTOR: BAKTERI VE MAYADA COGALABILIR

Maya Replikasyon
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Faj'lar bakteriyi enfekte eden bakteri virislerdir.
Virtislerin Cogalmasi (Viral Multiplication)

1. Virsiiler ne enzimleri nede proteinleri tiretebilirler
ve nede enerji tUretebilirler.

2. Bir virtisin ¢ogalabilmesi icin once hiicreyi isgal
etmesi ve  sonrada  hiicrenin  metabolik
mekanizmasini (niikeik asit ve protein) kullanarak
kendi komponentlerini tretmesi ve tekrar viral
partiikiiller haline dontismesi gerekmektedir.




Fajlarin (Bacteriophages) Cogalmast

~ ® Genel olarak iki mekanizma yada rota vardir.
Litik dongt (Liytic cycle) ve Lizogenik dongii
(Lysogenic cycle).

1. Bazi fajlar litik dongii durumunda faj (phage)
konuk hticrenin isgalinin ardindan oldirir. Bu
durumda faj genomu konukcu genomuna
entegre edilmez.

2. Bazi fajlar ise konuk hiicrenin genomik
DNA’sina entegre olarak “profaj” olarak yerlesir.
Bu  durum ise lisogenik dongt olarak
isimlendirilir.



Bakteriyofajlarin  Bakteri  Hiicresine  Enfeksiyon

~Agamalarr: — sl
~ e Litik Dongti
1-Baglanma Fazi: Fajin kuyruk kisminda bulunan

kuyruk fiberi bakteri tizerinde bulunan o0zel reseptor
kistmina baglanir.

2-Penetrasyon Fazi: Faj enizmleri (lizozome) bakteri
hiicre duvarinda aciklik yaratir. Faj kuyruk kilifi
kasilma yaparak kuyruk kisiminin hiicre duvarindaki
acilmis kisimdan hiticre icerisine girmesini saglar. Faj
DNA's1 hiicre icerisine birakilir. Kapsit hticre icerisine
girmez.

3-Biyosentez Fazi: Bu fazda hiicre icerisine birakilmis
olan faj DNA’s1 transkripsiyona ugratilarak mRNA'lar
sentezlenir Bu mRNA durtnleri faj DNA'sinin
replikasyonu icin gerekli olan faktorleri sentezler. DNA
replikasyonu yardimiyla cok sayida faj genomu ve
gerekli olan kapsit proteinleri sentezletilir.
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= 4‘6@1nla§ma Fazi1: —

Olusturulmus olan kapsitler ve faj genomu birleserek
olgun virts partikilleri olusturulur.

5-Cikis Fazi:

Bu donemde bakteri hiicre duvarm enzimlerle
parcalanarak olusmus olan faj partikillerinin
hiicrenin disina ¢ikmasi saglanar.

Baglamadan cikis fazina kadar genellikle 20 ile 40
dakikalik bir zaman gecer ve bu siire patlama stiresi,
patlama stresi sonucu 50 ile 200 adet faj partikulleri
olusturulabilir ve buda patlama buyukligu olarak
isimlendirilir.
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Lizogenik Dongli
Baglanma ve penetrasyon fazindan sonra faj DNA’s1 bakteri

genomuna entegre olur ve faj profaj (gecici faj) olarak bakteri
genomuna yerlesir.

Lizogenik dongiide regilasyon profaj genleri tarafindan
saglanir. Bu islemde ise projaj bazi baskilayici faktorler
yardimiyla bakteri genomunda atil kalabilmektedir. Bazi
durumlarda profaj hemen litik dongiiye gecebilmektedir.

Profaj tasiyan bakteriler genellikle aymi tirde baska fajlar
tarafindan isgal edilmezler.

Profaj bakteri bolinmesiyle yeni olusturulan hicrelere
Ee ebilmektedir. Bazi durumlarci’a ise profajli bakteri baska
akterilere gen  transferi yapabilmekte_;dir,_ bu ola
“KONJAGUSYANDAN” farkli olup “TRANSDUKSIYON” olarak

bilinmektedir.



Lambda fajinin ort@ggm bakteri icinde litik™ bir
_ureme icin gerekli degildir. Bu bolge, baska bir gen ile
yer degistirebilir. Boyle bir degisme de fajda zararh bir
etki yaratmaz.

Bakteriofajlar plazmitler gibi antibiyotige karsi direng
geni tasimazlar.

Lambda bakteriyofaji 50 kb uzunlugundadir ve 20 kb
yabanci DNA bu vektorlere (faja) eklenebilmektedir.

Fajin orta bolgesi restriksiyon endoniikleaz enzimi ile
iki yerinden kesilerek orta segment yada pargasi
¢ikarilir, buraya yabanci gen tasiyan segment (ayni RE
ile kesilmis) fajin orta kismina yerlestirilir. Sonra,

paketleme enzimi yardimi ile faj ba§hg1 icine

paketlenir ve buradan da baska bir E. coli 'ye transfer
edilir. Béylece, yabanc bir gen, faj vektor yardimu ile
bakteriye aktarilmis olur.




Kozmitler — o

Kozmit vektorler, bir bakteriye ait replikasyon
orijinine sahip bir plazmitle, buna birlestirilmis olan
lambda faji yapigskan ucundan (cos, cohesive ends)
olusturulmus olan bir hibrit vektor tariadir. Bunlar
plazmit ve bakteriyofaj vektorlerinin avantajlarini
birlestirir.

Bu tiir vektor plazmitlerin daha uzun DNA parcasi
tasimasina neden olurlar. Kozmit vektor 45-so0 kb
yabanci DNA tasiyabilir.

Plazmitler gibi replike olabilirler ve cos bolgeleri
icerdiklerinden faj parcaciklarm icerisine de
paketlenebilirler.
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_ ~Yiiksek transformasyon verimliligine sahiptirler.

Kozmit DNA'lar replikasyon icin gerekli viral genleri

tasimadigindan konukc¢u hiicreye girdiklerinde faj
etkisi yaratmazlar.

Viral genler olmadig1 icin daha biyik DNA

parcalarinin (45 kb'ye kadar) yerlestirilmesine olanak
saglarlar.



~Cift Kos B6Igelil(o\zm\i1'VeR1'6ﬂer':

ki cos bolgesine ve iki markir genine
(ampR, kanR) sahip vektorlerdir. Kozmitler
iki RE ile ayni anda kesildiginde iki lineer
parca elde edilir ve her birinde bir cos
bolgesi ve bir marker bulunur. Yabanci gen
DNA’s1, iki cos bolgesi arasina entegre
edilir.

(Orn: pLFR-5 kozmidi, iki COS bolgesi
icerir).




Mozomu M

~Farkli turlerden alinan DNA parcalarinin
birlegtirilmesi ile elde edilmistir. Klonlandig:
zaman hicre i¢inde bir¢ok kopyasi olur.

BAC vektorleri dogal olarak var olan buytk
bakteri plazmidi F-faktor Giizerine kurulurlar.

BAC vektorleri genomlarin ¢ogaltilmasinda,
depolanmasinda ve dizilerinin
belirlenmelerinde kullanilirlar.

BAC vektora 1 Mbaz kadar yabanct DNA'y1 icine
alabilir.

En buyuk dezavantaji bazi okaryotik genlerin
trans?éripsiyonu ve  translasyonlar1  BAC
ekspresyon vektorlerinde
gerceklesememektedir.
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 P1kokenlt yapay kromozom (PAC)

BAC gibi buyiik uzunluktaki genomik DNANnin
klonlanmasinda kullanilmaktadir. Bazi PAC’lar
mekik ozelligine sahiptir. Bu mekik vektore
hem insanda hemde bakteride
cogalabilmektedir.

PAC 100-300 kb'lik yabanci DNA tasiyabilir.

P1 bir bakteriyofaj olup E. Coli trandiksiyonu
ile genetik materyal tasimaktadir. P1 genomu
lineer ve cifte sarmalli DNA'ya sahiptir.
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» Uzun DNA (200-500 kb veya 1-2 Mb) fragmentlerini
kabul edebilir.

- Bir kromozomun onemli ogeleri olan
TELOMERLERi, SENTROMERi ve REPLIKASYON
BASLANGIC noktasini icerirler.

Ornegin pYAC3: Plazmit Maya Yapay Kromozomu 3: 11.4
KB ve halka seklindedir.
Uzerinde CEN4, TELB, TELA bulunur.
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HIS3 TEL: Telomer DNA Sekansi

CEN4: 4 nolu Maya Kromozomunun Sentromer Sekansi
ARS1: Otonom Replikasyon Sekansi

Seleksiyon Bolgesi: Yeni DNA Sekanslarinin Eklenebildigi Sekans
Dizileri



COKLU KLONLAMA
TELOMER SEKANSI TELOMER -
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Tel Ori Cen m =electable marker Tel

REPLIKASYON  SENTROMER  MARKIR GENI
ORIJiNi

YAC’a yabanci bir DNAnin klonlanmast 4 ana adimda
gerceklesir.

1- Genomik DNA EcoRlI ile kesilir ve ¢cok biiylik bir DNA parcasi
elde edilir.

2- YAC vektoruit EcoRI ve BamHI ile kesilir.

3- Bu iki element EcoRI bolgesinde rekombine olur ve DNA
ligaz tarafindan kovalent bir sekilde baglanur.

4- Rekombinant YAC vektorii, genomik DNA iceren maya yapay
kromozomu transferi ile tiretilmis olur.

Bu vektor maya hiicrelerini enfekte etmek icin kullanilabilir ve
sinirsiz sayida kopya uretilebilir.



EcoRlI
AmpR
. MARKIR URAJ
* EcoRI KESiMI
AJE SISTEMIYLE AYIR
VE 400-500 KB DNA TEL TEL

PARCALARINA AYIR

TRANFER MAYA HUCRESINE
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Maya yapay kromozomlar1 (YACs) genellikle yabanci DNA’larin
(Ornegin insan DNA’s1) cok biiyiik bir parcasini klonlamak icin
kullanilan  vektorlerdir. Yapay kromozomlar ilk defa
tomurcuklanan maya olan Saccharomyces cerevisiae’'de
uygulanmustir. Halkasal plazmit maya sentromerinden,
replikasyon orijininden, secici bir isaret geninden ve bir
palindromik telomerik yapidan olusur.

YAC'lar karakteristik olarak 250.000 ile 1 milyon baz cifti
uzunlugundadir.

YAClar ilk olarak Burke tarafindan 1987de yaratilmigtir. O

giinden sonra YAC'lar buiylik ol¢tide fiziki haritalamada, contig
yapiminda ve harita bazli gen klonlamasinda kullanilmastir.

—




[slevsel YAC: _—

Telomer: Her kromozorrﬁmsonundé/bulunur.
Dogrusal DNAy1 ntikleazlar tarafindan
kesilmekten korurlar.

Sentromer: Mitotik ig ipliklerinin baglanma
bolgesidir.

Replikasyon  Orijini: DNA  replikasyon
makinelerinin DNA {zerine tutunmasini
saglayan 0zel DNA dizileridir.

Yapay kromozomlara birkac ozel diziler de
eklenebilir. Seleksiyon marker genleri: Yapay
kromozomu alan maya hicrelerinin kolay
izolasyonuna imkan verir. CKB: Iki restriksiyon
enzimi icerir (EcoRI ve BamHI)



Memeli-Yapay Kromozomu-(MeYK;-MAC)

Memeli yapay kromozomlari, kromozomlarin ana
fonksiyonel  bolgelerini  (sentromer, telomer,
replikasyon orijini) tasiyan ve hiicreden bagimsiz
olarak cogalabilen molekiillerdir.

MAC vyizlerce kb buyikliginde genomik DNA
tasiyabilir.

MAC olusturmast YAC’a gore ¢cok daha zordur. Clinkii
memeli telomeri maya telomerinden 10-100 Kkat;
memeli sentromeri ise maya sentromerinden yaklasik
1000 kat daha buyuktiir. Memeli sentromer ve telomer
dizilerinin ¢ok fazla sayida tekrarlanmasi da memeli
yapay kromozomu olusturulmasini zorlastirir.

MAC’lar gen terapisi icin ve transgenik hayvanlarin
uretiminde faydali olabilecek genlerin hiicre icine
transferinde kullanilmaktadir.




insan Yapay Kromozomu (IYK, HAC)-

R ———

/ fHﬂar, insan DNA dizileri, sentromer dizisi,
telomer dizisi ve DNA replikasyon bolgesi
olmasi ile gen tedavisi icin avantajlari olan bir
vektorddr.

Daha btuiytik insan DNA'sini tasimasi; stabiliteyi
saglayacak  sentromer  dizisinin  olmasi;
kromozom yapisinin stabilitesini ve
parcalanarak bozulmasini onleyen telomer
dizilerinin olmasi; DNA replikasyon noktasi ile
bir hticre dongtistinden digerine normal S
fazinda replikasyonu diizenleyebilmesi
avantajlaridir.

6-10 megabaz wuzunlugundadir. Transferi,
lipozomlar veya reseptorler araciligr ile
yapilabilmektedir.




INSAN YAPAY KROMOZOMU (iYK=HAC)

pGK-neo LEUZ B-giobin 5° ARS?‘CENd CNA HIS3

I o [ i 1 HH->




/Bl‘l'le Jektor

Geminiviris: Dokuz cinsi ve 300'lin tizerinde tiiri bulunan bitki
virtsleridir. Yaprak kivrikligi, bodurluk, ve c¢izgi seklinde
olusumlara ve verim kaybina neden olurlar. Tek veya cift
sarmalli halka DNA genomludurlar.

TMV (Titin Mozaik Virtisii)
CaMV (Karnibahar Mozaik Virtisii)

Viral vektorlerin ekspresyonu bitkilerdeki yabanci gen
sekanslarini ve protein uriinlerini ortaya cikarir.

Bu sayede bitkilerdeki rekombinant Froteinler bitki ve hayvan
hastaliklarinin kontroliinde yararh olabilir
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Geminivirusler  bitkilerdeki = yabanci  gen
amplifikasyonlar1 icin elverisli replikasyon
vektoru gibi kullanilirlar.

Doku kulturu teknikleri kullanilarak, monokotil
ve dikotil turlerini icine alan genis bir dizi
konak icinde gen ekspresyonu diizeninin
analizi i¢cin uydurulmuslardir.



~€aMV (Karnibahar Mozaik Viriisii)

CaMV kicuk izometrik bitki virtasleri grubundan
dairesel cift iplikli genomlu bir virtstur.

Bitkiler icin potansiyel genetik vektor olarak
kullanimlarindan dolay1r 6nemli bir yere sahiptirler.

CaMV taneciklerinden gelen DNA, hassas yapraklarin
yuzeyine sturtiindigi zaman bitkileri enfekte edebilir
ve virlis uretimine neden olabilir.

CaMV bitkileri enfekte etmede basarryla
kullanilmiglardir.

CaMV kullanilarak bitkide yabanci DNAnin tiremesi
saglanur.



7/ vira-es  T-DNA

opine catabolism\}

"/Vira-E3

Ti Plazmiti
(194140 bp)

RiI Plazmiti

opine catabolism //
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" Heri Vektor Sistemleri—

Ikili “Binary” Vektorler: Vir bolgesinin trans-
hareket oOzelliginden vyararlanarak bu vektor
sistemleri  gelistirilmistir. =~ Agrobacterium
icerisinde birbirinden bagimsiz olarak replike
olan iki plazmitden olusmaktadir.

“Binary” Vektorlerin  Ozellikleri: T-DNA
icerisinde bulunan ve bitkilere aktarilmak
istenen genlerin kolaylikla klonlanabilecegi bir
klonlama bolgesi hem E. coli hem de
Agrobacterium’da fonksiyonel olan replikasyon
orijjini E.coli ve Agrobacterium’dg secici
baf<teriyel isaret geni Bitkide islev yapan secici
isaret geni bulundururlar.
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—+ “Ko-Entegratif” Vektorler:

Bu vektor sisteminde sinir bolgeleri kalacak Ti plazmidinin T-
DNA bolgesinin biiylik bolimiu ¢ikartilarak yerine, kiiciik bir E.
coli klonlama plazmidine (alic1) homolog yapida bir DNA
parcasi yerlestirilmektedir.

Bitkilere aktarilacak olan gen, isaret geni ile birlikte once bu
araci plazmidlere E. coli icerisine klonlanirlar.

Araci plazmidler alic1 vektorin bulundugu A. tumefaciens’e
aktarildiklarinda, tek homolog rekombinasyon ile Ti
plazmidinin T-DNA bolgesine entegre olurlar.

Ko-entegratif vektorlerin ozellikleri:

Bitkilere aktarilmak istenen genlerin kolayca klonlanabilecegi
klonlama bolgesi,

E.coli ve Agrobacterium’da aktif olan secici bakteriyel isaret geni,
Bitkide islev yapabilen secici isaret geni,

E. coli icerisinde fonksiyonel olan, ancak Agrobacterium’da etkili
olmayan bir replikasyon orijini bulundururlar.



_GEN AKTARIM METOTLARI—"

e Agrobacterium tumefaciens

e Agrobacterium rhizogenes

o Virtisler

e Makroenjeksiyon

e Biyolistik (Partikiil Bombardimani)
e Gen Tabancasi

e Mikroenjeksiyon

e Kimyasal Porasyon

e Elektroporasyon

e Polen transformasyonu

e Zigota veya embriyoya direkt veya dolayli gen transferi
e Fiberler araciligiyla DNA aktarimi
e Sonikasyon

e Desikasyon
e Enzimler, ZFN, FEN, CRISPR vb...
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“Uyumlu turler arasinda klasik yontemlerle yapilan

melezlemelerle yeterli varyasyon saglanabilmektedir.
Ancak, yabani turlerle yapilan melezlemelerde, yeterli
varyasyon icin genis bir populasyona gereksmlm
duyulmaktadir. Boyle bir populasyondan ise, kisirlik ve
bozulan karakterlerin duzeltilmesi igin, uzun yillar
suren gerimelezlemeler sonunda yeni bir cesit
gelistirilebilmektedir.

Aralarinda melezleme vyapilabilen turlerin azhig;,
melezlemelerde  istenen  karakterlerle  birlikte
istenmeyenlerin de dollere ge¢iginin engellenememesi,
istenmeyen  karakterlerin  gerimelezleme yoluyla
elimine edilmesinin cok uzun zaman almasi 1%1 bazi
sorunlar klasik bitki 1slahinin onemli olumsuzluklarini
olusturmaktadir.
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TRANSGENIK BITKILERDE

VERIMLILIGIN DOLAYLI YOLDAN ARTIRILMASI

o ACETOLACTATE SYNTHASE GENININ AKTARILMASIYLA HERBISIT
SULFONYLLUREA’ DAYANIKLILIK

e 5-ENOLPYRUVYLSHIKIMATE-3-PHOSPHATE SYNTHASE GENININ
AKTARIMI ILE GLYPHOSATE DAYANIKLILIK

- PESTISIT KULLANIMINDA AZALMA

e Bacillus thuringiensis, oOzellikle Lepidoptera familyasindan boceklerin
sindirim sistemlerine zarar vererek oOlumlerine neden olan bir protein
tretmektedir. Bu genin B. thuringiensis’ten izole edilerek domates, tiitlin,
pamuk ve musir bitkilerine aktarilmasi sonucunda boceklere karsi dayaniklilik
saglanml?tlr. Bt geninin aktarilmasiyla bitkilere kazandirilan zararlilara
dayaniklilik o6zelliginin, zararlilar1 kontrol altina almak icin kullanilan
kimyasal madde gereksinimini azaltacagi varsayimina dayanmaktadir.



—

/ —_— -

TOPRAK VE SUYUN KORUNMASI

Transgenik cesitlerin tarimi ile yabanci ot ve zararh
savasinda geleneksel yontemlere baglilik
azaltilabilmekte, daha az toprak isleme nedeniyle,
toprak yapist ve nemi korunabilmektedir. Tarimsal

ilaclamay1 azaltan transgenik cesitlerin
kullanilmasiyla toprak ve yeralti sularinin kimyasal
maddelerle kirlenmesinin onlenmesi

hedeflenmektedir.



KiRLI TOPRAKLARIN TEMIZLENMESI

Bitki ya da  mikroorganizmalarda yapilacak
degisikliklerle toksik agir metallerin kirlettigi
topraklar, tortular ve ylizey sular1 temizlenebilmekte
ya da daha az toksik hale dontsttirtlebilmektedir.
Transgenik bitkilerin de bu amacla kullanilmasi
planlanmakta olup, heniiz uygulama asamasina
gelinememistir.



““URUN KALITESINI ARTIRMA

Urtin kalitesini artirma calismalarinda ise, son yillarda
onemli basarilar elde edilmis olup, yliksek proteinli soya; A
vitamini artirilmis celtik (altin geltik); nisasta ve aminoasit
icerigi artiritlmis patates; oleik asit orani ytiksek, linolenik
asit orani disuk aycicegi, soya ve yerfistig1 cesitleri ile
sabun ve deterjan yapimi icin daﬁa ucuz hammadde
saglayan yﬁksef< laurate asitli kanola cesidi tarima
kazandirilmistir.

Sebze ve meyvelerde raf omrinin uzatilmasi ozellikle
domateste basarilmis olup, benzer calismalar halen cesitli
meyvelerde surdirilmektedir. Genetik muhendisligi
yoluyla, yiiksek besin degerine sahip yem bitkilerinin ve sik
rastlanan bazi hastaliklara karsi insan ve hayvanlarda ?1

e

etkisi gosterebilecek bitkilerin gelistirilmesi tizerine
calismalar stirdiirilmektedir.

Gunumize kadar yaklasik 15 tiirde 100'den fazla transgenik
cesit elde edilerek ticari olarak tretilmeye baslanmistir.



TRANSGENIK CESITLER

Seker pancari (Beta vulgaris)

Gen Aktarma Yontemi Aktarilan Genin Adi
Kazandirilan Ozellik Kaynagi
A. tumefaciens EPSPS

Glyphosate herbisitine tolerans | Agrobacterium
tumefaciens

A. tumefaciens PAT

PPT herbisitine tolerans Streptomyces
viridochromogenes

PAT:phosphinothricin-N-acetyl transferase (PAT)
EPSPS: 5-ENOLPYRUVYLSHIKIMATE-3-PHOSPHATE SYNTHASE
PPT: PHOSPHINOTHRICIN HERBISIT
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Kanola (Brassica napus) =

‘Gen Aktarma Yontemi
Kazandirilan Ozellik

Aktarilan Genin Adi
Kaynagi

A tumefaciens
Laurate, yag asidi ve mysistic asit uretimi

Thioesterase
Umbellularia californica

A. tumefaciens
PPT herbisitine tolerans

PAT
Streptomyces viridochromogenes

A.tumefaciens - PPT herbisitine tolerans,
erkek kisirlik, fertilitenin saglanmasi

barnase, barstar
Bacillus amyloliquefaciens
PAT - Streptomyces hygroscopicus

A. tumefaciens - Oxynil herbisit toleransi

Nitrilace - Klebsiella pneumoniae

A. tumefaciens

Glyphosate herbisitine tolerans

EPSPS, Agrobacterium tumefaciens,

Glyphosate oxidase, Ochrobactrum
anthropi

PAT:phosphinothricin-N-acetyl transferase (PAT)
EPSPS: 5-ENOLPYRUVYLSHIKIMATE-3-PHOSPHATE SYNTHASE

PPT: PHOSPHINOTHRICIN HERBISIT
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~___—Papaya (Carica-papaya)
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Gen Aktarma Yontemi
Kazandirilan Ozellik

Aktarilan Genin Adi
Kaynagi

Partikul bombardimani

Virus enfeksiyonuna dayanim

CP Bitki virusu

CP=coat protein (papaya ringspot virus PRSV

Hindiba (Chichorium intybus)

Gen Aktarma Yontemi
Kazandirilan Ozellik

Aktarilan Genin Adi
Kaynagi

A. tumefaciens

Erkek kisirlik, PPT herbisitine
tolerans

barnase - Bacillus amyloliquefaciens
PAT - Streptomyces hygroscopicus

PAT:phosphinothricin-N-acetyl transferase (PAT)
PPT: PHOSPHINOTHRICIN HERBISIT
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——  Kabak (Cucurbita pepo)

/

Gen Aktarma Yontemi
Kazandirilan Ozellik

Aktarilan Genin Adi
Kaynagi

A. tumefaciens
VirUs enfeksiyonuna dayanim

CP Bitki virusu

CP=coat protein (papaya ringspot virus PRSV)

Karanfil (Dianthus caryophyllus)

Gen Aktarma Yontemi
Kazandirilan Ozellik

Aktarilan Genin Adi
Kaynagi

A. tumefaciens - Uzun raf omra,
Sulfonylurea herbisit tolernsi

ACC, ALS - Tutun

A. tumefaciens - Farkl cicek
rengi, Sulfonylurea herbisit

toleransi

Antosiyanin geni, ALS — Tutdn

ACC: Aminocyclopropane Cyclase Synthase
ALS: Acetolactate Synthase




Soya (GlycinemaxL.)

Gen Aktarma Yontemi Aktarilan Genin Adi

Kazandirilan Ozellik Kaynagi

Partikil bombardimani - PPT PAT - Streptomyces viridochromogenes ve
herbisitine tolerans diger bir gesite EPSPS - Agrobacterium

tumefaciens

Partikul bombardimani - Yuksek GmFad2-1 - Soya
yag asidi ve oleik asit

Keten (Linum usitatissimum L.)

Gen Aktarma Yontemi Aktarilan Genin Adi

Kazandirilan Ozellik Kaynagi

A.tumefaciens - Sulfonylurea ALS - A. thaliana
herbisit toleransi

PAT: phosphinothricin N acetyltransferase

EPSPS: 5-ENOLPYRUVYLSHIKIMATE-3-PHOSPHATE SYNTHASE
GmFad2-1: delta-12 desaturase

ALS: acetolactate synthase (ALS)
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~Pamu k (Gossypium-hirsutum L.} —

Gen Aktarma Yontemi Aktarilan Genin Adi

Kazandirilan Ozellik Kaynagi

A. tumefaciens - Sulfonylurea ALS
herbisit toleransi

A. tumefaciens - Zararli crylAc - Bacillus thuringiensis
dayanikliligi, Oxynil herbisit | Nitrilase - Klebsiella pneumoniae
toleransi

A. tumefaciens Nitrilase enzyme, (BXN), Klebsiella

bromoxynil dayaniklilik herbisit pneumoniae

A. tumefaciens - Glyphosate EPSPS - Agrobacterium tumefaciens

herbisitine tolerans

BXN: bromoxynil-degrading nitrilase

EPSPS: 5-ENOLPYRUVYLSHIKIMATE-3-PHOSPHATE SYNTHASE
GmFad2-1: delta-12 desaturase

ALS: Acetolactate Synthase
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