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LABORATUVARDA CALISMA KURALLARI

Calismalariiz etkili ve basarili bir sekilde yiiriitebilmek i¢in laboratuvarda ¢aligsma kurallarini
bilmeniz, laboratuvar araclarini tanimaniz ve onlari en verimli sekilde kullanmaniz, bunun i¢in
gerekli beceriyi kazanmaniz gerekmektedir.

Laboratuvar ¢alismalarinda uyulmasi gereken baslica kurallar1 sdyle siralayabiliriz:

1.

o

12.
13.

14.
15.

Laboratuvara gelmeden Once yapacaginiz deneyle ilgili teorik ve pratik bilgileri
okuyunuz. Bdylece deney saatinin tiimiinii deney yapmaya ayirabilirsiniz.

Mutlaka laboratuvar 6nliigii giyiniz. Sa¢lariniz uzun ise toplamalisiniz.

Laboratuvar araglarimi kullanirken diistirmemeye ve c¢arpmamaya dikkat ediniz.
Malzemeleri kullandiktan sonra kirli bir sekilde kurumalarina izin vermeden deterjan
ile iyice yikayimiz.

Calismanin sonunda ¢alisma alanini temizleyiniz.

Kullandiginiz arag-geregleri yerlerine koyunuz.

Steril metod gerektiren deneylerde calisgirken bulagmalardan sakininiz ve gerekli
onlemleri aliniz.

Bistiiri ve jilet gibi kesici aletleri kullanirken dikkatli olunuz

Atiklariniz1 kurallar dogrultusunda dogru kaplara dogru sekillerde atiniz.
Laboratuvarda bir sey yiyip igmeyiniz ve bulundurmayiniz.

. Calismalardan sonra ellerinizi sabunla yikayiniz.
. Amonyak, eter, kloroform, alkol vs. gibi zehirli ve ugucu maddeleri kullanirken kaplarin

agzin1 hemen kapatiniz.

I¢inde kimyasal bulunan kaplara yiiziiniizii yaklastirmayiniz.

Calismalarimizda tutumlu olunuz, ekonomik davranmiz. Kirip dokme ve israftan
kacininiz.

Tehlikeli maddeleri lavaboya d6kmeyiniz.

Bir laboratuvar defteri tutunuz. Deney sirasinda yaptiginiz islemleri, elde ettiginiz
verileri bu deftere kaydediniz. Deneylerin sirasini, bashigini, amacini, gereglerini,
gozlem ve Olgmelerini, yorumunu, varilan sonu¢ ve genellemeleri yaziniz. Gerekli
durumlarda bulgularinizi ¢izim ve tabloya doniistiiriiniiz.
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DENEY 1

DNA iZOLASYONU VE DNA’NIN KALITATiF, KANTITATiF DEGERLENDIRILMESi

Genomik DNA izolasyonu; PCR, gPCR, restriksiyon enzimleriyle kesim, dizileme, DNA parmak izi analizi,
genomik DNA kiitiphanelerinin hazirlanmasi, RFLP (restriction fragment length polymorphism), AFLP
(amplified fragment length polymorphism), “Southern blotting”, DNA-protein etkilesimlerinin
incelenmesi ¢alismalarinin ilk basamagl durumundadir. Saflastirma isleminde uygulanacak olan
protokol belirlenirken, DNA'nin kullanilacagi uygulamanin hangi miktarda ve saflikta DNA gerektirdigi
bilinmelidir. Ayrica bazi Escherichia coli suslari (HB101) DNA ile birlikte saflastirilabilecek yliksek
molekil agirlikli karbonhidratlar icerdiginden, kullanilacak susun genotipi incelenerek bu materyalleri

elimine edebilecek 6zellikte protokollerin secilmesi gerekmektedir.

DNA izolasyonunda amag total DNA’nin RNA ve proteinlerden ayrilarak elde edilmesi olup, izolasyon
islemi hicrelerin pargalanmasi, proteinlerin ve diger kontaminantlarin uzaklastiriimasi ve DNA’nin

presipite edilmesi (¢cokturilmesi) olmak tizere 3 temel basamaktan olusmaktadir.

Bakteri DNA’ si kromozomal veya ekstrakromozomal DNA olusuna gore farkl yontemlerle izole edilir.
Kromozomal DNA’nin izolasyonundaki ilk basamak bakteri ve hiicre duvarinin zayiflatilmasidir. Bu
dondurup ¢ozme gibi fiziksel bir yolla yapilabildigi gibi bakteri hiicre duvarini parcalayan lizozim
kullanilmasiyla da yapilabilir. 37°C sicaklikta, uygun besiyerinde bliyutilen bakteriler belirli bir optik
yogunluga (logaritmik fazin sonlarn) ulastiklarinda dusik hizda santrifiijleme yapilarak ¢oktardlir.
Hicre bitlnlGginin fiziksel (sonikasyon, sivi azot kullanilarak ezme, vb.) ya da kimyasal yontemler
(enzim, EDTA, deterjan) kullanilarak bozulmasiyla hiicre 6ziti hazirlanir. Bakteriden DNA
izolasyonunda genellikle SDS ve proteinaz K iceren lizis sollisyonu kullanilarak kimyasal yontemlerle
parcalama tercih edilmektedir. Peptidoglikan tabakanin daha kalin oldugu Gram (+) bakterilerde lizis
sollisyonu icerisine lizozim enzimi de eklenmektedir. Bakteri hilicre duvari polisakkariti N-
asetilglukozamin (NAG) ve N-asetilmuramik asit (NAM) sekerlerinden olusur. Lizozim enzimi NAM ve

NAG arasindaki 1-4 glikozidik bagi parcalar (Sekil 1).
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Sekil 1. Lizozim enziminin hiicre duvarina etkisi



Elde edilen hiicre 6ziitiinden DNA’nin saflastiriimasinda organik oziitleme ya da iyon degistirme
kromatografisi uygulanmaktadir. Organik solventler olan fenol ve kloroform proteinlerin denatiire
olarak ara fazda kalmasiyla Ust fazdaki DNA’dan uzaklasmasini saglamaktadir. Anyon degistirme
kromatografisinde ise silika jel partikilleri kullanilarak hazirlanmis kolonlara tuz konsantrasyonu
ylksek tampon araciligiyla DNA'nin baglanmasinin ardindan, protein, lipid veya diger metabolitler
yikama ile uzaklastirilmaktadir. Sulu ¢ozelti icinde bulunan DNA tuz varlig§inda (amonyum asetat,
sodyum asetat, lityum klorir ya da sodyum kloriir) alkol (absolut etanol ya da isopropanol) kullanilarak
presipite edilir. %70 etanolle yapilan yikama sonrasinda tuzlar uzaklastirilir ve izole edilen DNA TE

tamponu icinde ¢ozilerek uzun siire stabil olarak saklanir.
Materyal

E. coliDH5a susu, Luria Bertani (LB) besiyeri pH 7, Tris-EDTA tamponu (TE) pH 8.0, %10 sodyum dodesil
siilfat (SDS), Proteinaz K (20 mgml?), Fenol/kloroform (1:1), 3M sodyum asetat, pH 5.2, izopropanol,

%70 etanol, 1.5 ml 6rnek tlipd, santriflj, termal blok, pipetler.
Metot

1. 5 ml LB besiyerine tek koloniden ekim yapilir ve 200 rpm hizda 37°C’'de bir gece boyunca
uretilir.

2. Bir gecelik 5 ml bakteri kiltiranidn 1.5ml’si 10.000 xg hizda 1 dakika santrifiijlenerek
coktlralar.

3. Sipernatant uzaklastirildiktan sonra pellet 500 pl TE tamponunda stispanse edilir.

4. Saspansiyona 50 pl SDS ve 25 pl proteinaz K eklenir, birkag defa alt st edilerek karistirilir ve
55°C’de 20 dakika bekletilir.

5. Karisima 575 pl fenol/kloroform (1:1) eklenir, homojen hale gelinceye kadar nazikce alt st
edilerek karigtirilir.

6. 10 dakika 10.000 rpm hizda santrifijlenir.

7. 500 pl Gst faz dikkatlice temiz bir tipe aktarilir ve Gzerine 500 ul fenol/kloroform (1:1) eklenir.

8. Homojen hale gelinceye kadar nazikge alt Ust edilerek karistirilir ve 10 dakika 10.000 rpm hizda
santrifijlenir.

9. 500 pl Ust faz dikkatlice temiz bir tiipe aktarilir, Gzerine 50 pl sodyum asetat eklenir ve nazikge
kanistirilir.

10. 330 ul izopropanol eklenir, tip alt Ust edilerek yavas sekilde karistirilirken DNA’nin iplikgikler
seklinde ¢okeldigi gorilebilir.

11. 10 dakika 14.000 rpm hizda santrifiijleme ile DNA'nin ¢oktirilmesi saglanir.



12. Cokelti Gzerine 100 pl %70 etanol eklenerek DNA yikanir ve pipet ucu ile DNA’ya dokunmadan
alkoliin uzaklastirilmasi saglanir.

13. TUpln agz1 10-15 dakika oda sicakhginda acik birakilarak alkoliin tamamen ugurulmasi saglanir.

14. Cokelti Gzerine 50-100 pl TE tamponu eklenir ve parmakla yavasca vurularak DNA’nin

¢6zlinmesi saglanir. izole edilen DNA +4°C’da uzun siire saklanabilir (2,5).
AGAROZ JEL ELEKTROFOREZI

Genel tanimi ile elektroforez; ¢6ziinmis haldeki makromolekiillerin elektriksel alan yardimi ile iki farkh
kutup arasinda elektrik yiklerinin kltlelerine oranina bagh olarak gé¢ etmelerine ve buna bagh olarak
birbirlerinden ayrilmalarina dayanan bir yontemdir. Proteinler, peptidler, niikleik asitler gibi
makromolekiiller ¢ozeltide anyon veya katyon olarak bulunurlar. Net yike bagh olarak, uygulanan
elektriksel alan sayesinde anoda ya da katoda dogru hareket ederler. Elektroforezde kullanilacak
destek ortami agaroz jel olursa buna agaroz jel elektroforezi adi verilir. Agar agar isimli bir algden izole
edilen bir polisakkarittir. Agaroz isitilinca suda ¢oziiniip, sogutulunca jellesen bir polimerdir. Agarozun
farkl konsantrasyonlarda hazirlanmasiyla farkli blyuklikte gézenekler elde edilir ve boéylece ayrilmasi

istenen molekil kolayca ayrilir.
Agaroz jel nlkleik asitlerin tanimi, ayristiriimasi ve saflastirilmasinda yaygin sekilde kullaniimaktadir.

Agaroz jelde DNA’nin hareketini etkileyen faktorler;

o DNA’nin molekdl blyGklGgu, e Uygulanan voltaj,

® Agaroz konsantrasyonu, o Sicaklik,

e DNA’nin konformasyonu, e Tampon’dur.
Materyal

Elektroforez tanki, Agaroz, S5XTBE tamponu pH:8.0, Etidyum Bromid, DNA &rnegi, Erlenmayer,
Mikropipetler, Marker DNA.

Agaroz Jelin Hazirlanmasi (Sekil 2)
50 ml %1’lik agaroz jel hazirlamak igin;
100 ml 1 gram agaroz varsa

50 ml X gram

X=0,5 gram agaroz tartilir.



50 ml TBE tamponu igerisinde isitilarak ¢ozdurilir. Tam olarak eridikten sonra 40-45 dereceye kadar

sogutulur. 2,5 mikrolitre EtBr eklenir. Jel kasete dokuliir. Hava kabarcigl olmamasina dikkat edilmelidir.
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Sekil 2. Agaroz Jelin Hazirlanmasi

Sonuglarin Yorumlanmasi

Lavggt ol

e Marker  Somphi & SemphB  Sample C
e | O D 0 B0
Relationship batween DNA
e N HH BE BN i fapierririd
e | s
a
wore | [ | F
"
00 by [ [ l"_i
=
[T ] ] H]
o
530 be = e =
|
e Distance Migrated
ke — R —
200 bp — —
ootp | ——

Sekil 3. Sonuclarin Yorumlanmasi
DNA’nin Kantitatif Analizi

Niikleik Asit ve Proteinlerin Saflik Olciimii Niikleik Asit (DNA, RNA) érnekleri 260nm, Proteinler 280 nm
dalga boylarinda maksimum absorbansa sahiptir. Bu iki dalga boyunda elde edilen absorbanslarin orani
bize ‘saflik’ derecesini verir. Benzer sekilde 230nm dalga boyunda elde edilen absorbanslar
‘Kontaminasyon’ olarak kabul edilir. Nikleik Asitler icin saflik degerini 260/230 orani verir. Beklenen saflik

degeri; DNA 6lciimleri igin: ~ 1,8, RNA olgiimleri igin: ~ 2,0 kabul edilir.



260/230 Orani Duslik ise: Numune veya ekstraksiyon prosedirindeki bir hatayr gosterir. 230 nm’de
niikleik asit kontaminasyonu vardir. Ornek: Eger dsDNA icin 8lgciim yapiliyorsa RNA kontaminasyonu

bulunabilir.
Dislik 260/230 Oraninin Sebepleri:

e Karbonhidrat tasinmasi (genellikle bitkilerde gorilir)
® Ekstraksiyon asamasinda 'Fenol’ atig
e 'Guanidin' atig (genellikle kolon bazh kitlerde bulunur)

e Coktirme icin kullanilan 'Glikojen'
260/280 Orani Duslik ise: Protein veya fenol kontaminasyonu oldugunu gosterir.
Materyal
NanoDrop cihazi, DNA 6rnegi (saflastiriimis), Saf su (Blanking igin)
Metot
Cihazin Hazirlanmasi:
e NanoDrop cihazini agin ve yazilimini galistirin.
e Yazilimda dsDNA (double stranded DNA) modunu segin.
Bos Olgiim (Blanking):
e Cihazin 6l¢lim platformuna 1 pL saf su damlatin.
e Kolonu kapatin ve "Blank" butonuna tiklayin. Bu adim, cihazin sifirlanmasi icin gereklidir.
DNA Numunesinin Olg¢iimii:
e Blanking isleminden sonra platformu saf su ile temizleyin.
e 1 uL DNA 6rneginizi cihazin platformuna damlatin.
e Kolonu kapatin ve "Measure" butonuna tiklayin.
Sonuglarin Yorumlanmasi:
e Konsantrasyon (ng/uL): DNA konsantrasyonunu dogrudan gosterir.
e Saflik Oranlari (260/280 ve 260/230):

e 260/280 orani: ~1.8 > Saf DNA kabul edilir.
e 260/230 orani: 2.0-2.2 araliginda olmalidir.



DENEY 2

JELDEN PURIFiKASYON VE JELDE KONTROL

DNA, agaroz jelde yirituldiikten sonra geri kazanilmak istenebilir. Bu durumda uygulanmasi gereken belli
protokoller vardir. Bunlardan bir tanesi fenol kloroform ile muameledir. Fenol ekstraksiyonu genellikle
DNA ve RNA igeren sollsyonlardan protein ve restriksiyon enzimlerinin uzaklastiriimasi icin kullanilir.
Fenol ve kloroform, proteinlerin sekonder yapisini parcalayarak onlarin denatiire olmasini ve sollisyonda
¢Okelmesini saglarlar. Fenol ekstraksiyonu esnasinda bu ¢dkelen proteinler bir araya toplanarak sivi ve
organik fazlar arasinda toplanirlar. Bu c¢oziiclilerin her biri tek basina bu fonksiyonu yerine getirme
yetenegine sahip olsa da ikisi birlikte proteinleri sollisyondan daha etkili bir sekilde uzaklastirirlar. DNA
plrifikasyonunda, fenoliin pH’s1 7.0 ve lzerinde olmalidir. pH 7.0’nin altinda olursa DNA denatiire olur ve
proteinlerle birlikte iki faz arasinda yer alir [1]. Ginlimiizde DNA’'nin agaroz jelden pirifikasyonu kitler
sayesinde kolay ve hizli bicimde gerceklestirilebilmektedir. Bu islem icin ticari bircok Uriin piyasada

bulunabilmektedir. Jelden purifikasyon temel birka¢ basamaktan olusur (Sekil 1).
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Sekil 1. Jelden DNA pdrifikasyonunda temel adimlar
Materyal

Elektroforez tanki, Agaroz, 5XTBE tamponu pH:8.0, Etidyum Bromid, DNA 0rnegi, Erlenmayer,
Mikropipetler, Marker DNA, Jelden purifikasyon kit (Soltsyon Il (yikama sollisyonu), Sollisyon IV, Soliisyon
).

Metot
1. Agaroz jelden istenilen DNA bandi kesilir.

2. el bandinin agirligi belirlenir. Jelin agirhginin 3 kati kadar Solilisyon ll(yikama sollisyonu) eklenir.

60 °C’de jel tamamen eriyinceye kadar bekletilir.



3. Jel tamamen eridikten sonra izerine 15-20 pl Soliisyon IV eklenir. Karisim 10 saniye alt-st edilir,
tamamen homojenize olmasi saglanir. Homojenize olan karisim oda sicakhginda 5 dakika

bekletilir.
4. 4.000 rpm’de 1 dakika santriftij edilir.

5. Siipernatant atilir. Pellet Gizerine 1000 ul Soliisyon Ill eklenir. Hafif vortekslenerek pelletin

tamamen ¢ozilmesi saglanir.
6. 10.000 rpm’de 1 dakika santrifdj edilir.
7. Siipernatant atilir ve pellet oda sicakliginda kurutulur.

8. Tekrar santrifijleme, slipernatanti atip pelleti ¢ozdirme asamasi yapildiktan sonra DNA bir

sonraki asama i¢in hazir hale gelir.
9. -20°C'de saklanir.
Jelde Kontrol
Jelden saflastirilan DNA’nin tekrardan jele yiiklenerek kontrolliniin yapilmasidir.
Materyal

Elektroforez tanki, Agaroz, S5XTBE tamponu pH:8.0, Etidyum Bromid, Saflastiriimis DNA o6rnegi,
Erlenmayer, Mikropipetler, Marker DNA
Metot

50 ml %1’lik agaroz jel hazirlamak igin;
100 ml 1 gram agaroz varsa

50 ml X gram

X=0,5 gram agaroz tartilir.

50 ml TBE tamponu igerisinde isitilarak ¢ozdirilir. Tam olarak eridikten sonra 40-45 dereceye kadar

sogutulur. 2,5 mikrolitre EtBr eklenir. Jel kasete dokuliir. Hava kabarcigl olmamasina dikkat edilmelidir.



DENEY 3

RESTRiKSIYON ENDONUKLEAZ KESiMi, LIGASYON, TRANSFORMASYON

Restriksiyon endoniikleazlar, spesifik DNA dizilerini taniyan ve bu bélgelerden DNA molekiillerini kesen
enzimlerdir. Dogada, bakteriler tarafindan viral DNA'yl parcalamak icin Uretilirler. Molekiler biyoloji
alaninda, DNA maniptilasyonunda yaygin olarak kullanilirlar. Restriksiyon enzimleri, plazmid veya genomik

DNA'dan istenilen segmentlerin izole edilmesini saglar ve genetik mihendislik ¢alismalarinin temelini

olusturur.
Sticky ends: EcoRl Blunt ends: EcoRV
GAATTC —GATATC——
—CTTAAG—— ——CTATAG——

1 1

Digest l Digest l

—@ (P-AATTC; GAT EEme—
—CTTAR{P) G CTAP) TRG——

Sekil 1. Kiit ve yapiskan uglu cift zincirli DNA

Materyal
Metot
e Plazmid DNA'y1 uygun restriksiyon tamponu ile karistirin.
e Restriksiyon endoniikleaz ekleyin ve 37°C'de 1 saat inkiibe edin.

e Enzimatik reaksiyonu durdurmak icin isi inaktivasyonu uygulayin (enzime bagh olarak).

LiIGASYON VE TRANSFORMASYON
> LIGASYON

ilgilenilen DNA pargasinin E. coli’de ¢ok sayida kopyasini elde etmek icin plazmit vektorleri kullanilir (Sekil
1). Bu amagla gelistirilmis ¢cok sayida plazmit vardir. Bu plazmitler ORI (Replikasyon Baslatma bolgesi),
Coklu Klonlama Bolgesi, Marker Gen (antibiyotik direng geni gibi) icerirler. Bazilari Reporter Gen de (lacZ
geni gibi) icerir. DNA pargasinin vektore ligasyonu icin DNA ligaz enzimi kullanilir. DNA ligaz, DNA zincirinin

ucundaki 3’0OH ile 5'P0O, arasinda fosfodiester bagi olusumunu katalizler (Sekil 2).



Bir ligasyon reaksiyonu igin kiit veya yapiskan uglu cift zincirli DNA (Sekil 1.), DNA ligaz ve ATP igeren bir
tampon gereklidir. T4 DNA ligaz kiit uglari birlestirebildigi icin genelde tercih edilen enzimdir [2]. Tampon
icerisinde ATP disinda reaksiyonu optimize edecek Tris-HCL, MgCl, DTT gibi maddeler bulunur [3]. Ligasyon
icin 50 ng vektdr kullanilir. Kullanilacak insert miktari 1:3, 1:1, 3:1 gibi insert: Vektdr Molar Oranlarina gére

hesaplanir (Esitlik 1).

Vektorin ng’ixinsertiin kb biiyiikligi

| DNA LIGASE Reaction |

G >0

|
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ATP (or NAD*
2pi < PPi | for ) —— amp
(0]

DNA strand [—3’—0—P—0—5'— DNA strand

0]
. S

New 3" - 5" phosphodiester bond

Sekil 2. DNA ligaz ile iki zincirin baglanmasi reaksiyonu
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Sekil 3. Vektor haritasi

Vektorin kb biylkligi

Materyal

T7 <L

Apal
Aarll
Sphl
Neal
BstZ |
Notl
Sac ll
EcoR |
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Vektor, PCR Urln(, Lisgasyon tamponu, deiyonize su, mikrosantrifij tlpu.

Metot

1 start

X Insert: Vektor Molar Orant = insertiinngt



1. Vektori kisa siire santrifij ediniz.
2. Asagida listelenenleri 0,5 mL’lik mikrosantrifij tiipline ekleyiniz.

2X Rapid Ligation Buffer’i kullanmadan 6nce vokteksleyiniz.

Vektor (50ng) 1L
PCR Uriini e WL
2X Ligasyon Tamponu 5uL
T4 DNA Ligaz 1uL
Deiyonize Su ile 10 ul’ye hacime tamamlayiniz

3. Reaksiyonu pipetleme ile karistirip 1 saat oda sicakliginda inkiibe ediniz.
> TRANSFORMASYON

Transformasyon rekombinant vektoriin kompetent hiicrelerinin icerine aktariimasi islemidir.
Transformasyon icin cogunlukla 2 yontem kullanilir. Bunlar i1si soku ve elektroporasyon yontemleridir [4].
Isi soku yonteminde, CaCl; ile muamele edilerek hazirlanan kimyasal kompetent hiicrelere 42 °C’'de kisa
sareli 1s1 soku verilir [5]. Elektroporasyon da ise elektrokompetent olarak hazirlanan hicreler kisa sireli
elektrik akimi verilir. Her iki yontemde de bakteri hiicre duvarinin yabanci DNA gegirgenligi arttiriimis olur.

Bu sayede vektoriin hiicre igine alinmasi miimkiin olur.

Transformasyondan sonra hiicreler vektoriin tasidigi antibiyotik direng genine gore antibiyotikli besi yeri
iceren petrilere ekilir. Antibiyotikli besi yerinde sadece plazmit iceren hiicreler hayatta kalip koloni
olusturabilir. Plazmit igeren hiicrelerden hangilerinin rekombinant plazmit igerdiginin belirlenmesi igin
mavi beyaz tarama yonteminden yararlanilabilir (Bunun igin uygun vektor secilmis olmalidir). Mavi beyaz
taramada besi yeri hazirlanirken antibiyotik disinda X-gal ve IPTG eklenir. Vektore eklenen yabanci DNA
lacZ geninin icene eklenecegi icin genin dizini bozulur. Bu nedenle rekombinant vektor iceren hiicreler x-
gali kullanamaz ve beyaz koloniler olusturur. Yabanci DNA almadan birlesen plazmitler ise x-gali kullanip

mavi renkli Grin meydana getirir ve mavi koloniler olusturur (Sekil 4).



lacZAM1S

Competent E. coli Culture with X-Gal+IPTG
+

e ©——> © @ ————> White colonies

insert within lacZ
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+
Plasmid Foreign DNA insert outside lacZ
vector
L @ —_— © @ —————> Blue colonies
no insert
Ligation Transformation Screening

Sekil 4. Mavi- beyaz koloni segimi
Materyal

DH5a E. coli, SOC besi yeri, LB-agar, X-gal, Ampisilin, IPTG.

Metot
1. 50 pL DH5a E.coli hiicresiile 5 pL ligasyonu 0,5mL’lik mikrosantrifij tipinde karistiriniz.
2. 20 dk buz uzerinde bekletiniz.
3. 1,5dk 42 °C'de bekletiniz.
4. 1-2 dk kadar buz tzerinde bekletiniz.
5. 15 ml’lik falcon tiplere 950 pL SOC besi yeri koyarak transformasyon sollisyonun Uizerine
ekleyiniz.

6. 37 °Cde 220 rpm hizda 45 dk inklibe ediniz.

7. Swi klltirden 100 pL alarak 6nceden hazirlanmis 100 pg/ml ampisilin, 30 pug/ml x-gal ve
0,5 mM IPTG eklenmis LB-agar iceren petrilere yayiniz.



DENEY 4

PLAZMID DNA iZOLASYONU

Plazmid DNA’lari bakteri ve maya hiicrelerinde bulunan genellikle halkasal (nadiren dogrusal), gift zincirli
ve bagimsiz olarak replike olabilme 6zelligine sahip ekstrakromozomal DNA’lar olup, rekombinant DNA
teknolojisi calismalarinda tasiyici (vektor) olarak yaygin bicimde kullaniimaktadir. Plazmid DNA
izolasyonunda dikkat edilmesi gereken, genomik DNA ve RNA kontaminasyonu olmaksizin DNA’nin elde

edilmesidir.

Plazmid DNA’sinin izolasyonunda alkali lizis, kaynatma, CsCI-EtBr gradient gibi yontemler kullaniimaktadir.
izole edilecek plazmidin biyiikliigiine, kullanilan E. coli susunun genotipine ve islem sonrasinda hangi
uygulamada kullanilacagina bagh olarak uygun yontem secilmektedir. Modifiye edilmis alkali lizis
yontemine dayal ticari kitler kullanilarak fenol, kloroform, CsCl gibi toksik kimyasallara ihtiyag
duyulmaksizin daha basit, hizli ve verimli bir sekilde plazmid DNA izolasyonu gerceklestirilebilmektedir.
Tek bir koloniden baslatilan ve gece boyunca biyuttlen sivi kiiltir logaritmik fazin sonlarina geldiginde
santrifljleme ile ¢oktirulir, RNaz iceren TE tamponunda silispanse edilen bakterilerin alkali SDS
¢Ozeltisinde parcalanmasi ve genomik DNA’nin denatlirasyonu saglanir. Notralizasyon tamponu eklenir ve
santriflijleme ile kromozomal DNA ¢oktirilir. Stpernatant silika jel bazh spin kolonuna uygulanir ve
plazmid DNA’sI secici olarak adsorbe olur. Kolonun yikanmasiyla proteinler, tuzlar, niikleotidler ve 40
birimden kuglik oligomerler uzaklastirilir ve son asamada plazmid DNA’sinin kolondan ellsyonu saglanir
(Sekil-1). izole edilen plazmidler dizileme, PCR, transformasyon, restriksiyon endonukleazlariyla kesim,

“site-directed” mutagenez, rekombinant protein liretimi ¢calismalarinda kullaniimaktadir.

Owernight Culture

Pallet and resuspend cells
Alkaline lyse and neutralize &

Add Column Preparation J
Solution and spin -

Bind DMA
Spin

]

Wash
Spin

)

Elute ready-to-use

plasmid DNA

Ty

Sekil 1. Ticari kit kullanilarak yapilan plazmid DNA izolasyonu



Materyal

ilgilendigimiz geni iceren rekombinant plazmidi tasiyan Escherichia coli DH5a susu, “BioBasic Inc. EZ-10

Spin Column Plasmid DNA MiniPreps Kit”, 1.5 ml 6rnek tlipl, %70 etanol, mikropipetler.

Metot

N oo oA

10.

100 pgml* Ampisilin iceren 5 ml LB besiyerinde, 37°C sicaklik ve 150 rpm hizda bir gece boyunca

Uretilen kaltlirdeki hiicreler 12.000 rpm hizda 2 dakika santrifiij edilerek toplanir ve stipernatant

tamamen uzaklastirilir.

Pellet Gizerine 100ul Soliisyon | (RNaz iceren) eklenerek, iyice karistirilir ve 1 dakika bekletilir.

Karisimin Gizerine 200ul Sollsyon Il eklenir, tlip 4-6 kez nazikge alt Ust edilerek karistirilir ve oda

sicakliginda 1 dakika bekletilir. Genomik DNA kontaminasyonunu engellemek icin vorteksle

karistirma yapilmaz.

350ul Soliisyon Il eklenir ve yavasca karistirildiktan sonra oda sicakhiginda 1 dakika bekletilir.

12.000 rpm hizda 5 dakika santrifiijleme yapilir.

Stpernatant EZ-10 kolonuna transfer edilir ve 10.000 rpm hizda 2 dakika santrifiijleme yapilir.

Kolonun altindaki toplama tlpilinde yer alan sivi uzaklastirildiktan sonra kolona 750ul Yikama

Soltisyonu (%100 etanol iceren) eklenerek 10.000 rpm hizda 2 dakika santrifijleme yapilir.

7. basamak tekrarlanir.

Toplama tliplindeki sivi uzaklastirildiktan sonra kolondan yikama soliisyonundaki etanolii

tamamen uzaklastirmak icin 10.000 rpm hizda 1 dakika ek santrifiijleme yapilir.

Kolon temiz bir 1.5ml’lik tlipe transfer edilir. Kolonun merkezine 50l Elisyon Tamponu (2.0 mM

Tris-HCI pH 8.0~8.5.) eklendikten sonra 2 dakika oda sicakliginda bekletilir. 10.000 rpm hizda 2

dakika santrifijleme yapilarak plazmid DNA’sinin kolondan ayrilmasi saglanir.

e Eliisyon tamponunun kolonun tam merkezine yiiklenmesi oldukca &nemlidir. Ozellikle 10
kB’dan biyilik plazmid DNA’larinin saflastiriimasinda, eliisyon tamponu eklendikten sonra
kolonun 37°C-50°C’'de bekletilmesi verimi artirabilmektedir. Ayrica ellisyon tamponunun

sicakliginin 55°C-80°C’ye getirilmesi de verimi artirmaktadir.

11. Saflastirilan DNA -20°C’de uzun sire saklanabilir (3).



DENEY 5

TOTAL RNA iZOLASYONU

Total RNA izolasyonu, hiicresel RNA'nin saflastiriimasi amaciyla kullanilan temel bir molekiler biyoloji
yontemidir. RNA, gen ekspresyonu analizlerinde, cDNA sentezinde ve RT-gPCR gibi tekniklerde yaygin
olarak kullanilir. Hiicre veya doku 6rneklerinden RNA izolasyonu, yliksek verimli ve giivenilir sonuglar elde

edebilmek i¢in saf ve bltlnliglu bozulmamis RNA elde etmeyi gerektirir.

Bu protokolde, TRIzol reaktifi bazl fenol-kloroform ekstraksiyonu yéntemi kullaniimaktadir. TRIzol, hiicre
membranini ve niikleus yapisini parcalayarak protein, DNA ve RNA'nin ayrismasini saglar. izolasyon islemi
sirasinda TRIzol'Un lizis etkisiyle hiicresel bilesenler serbest hale gelir ve kloroform ile faz ayrimi saglanir.

Bu asamada RNA, sulu fazda ¢6zlintirken, DNA ve protein organik fazda kalir.

Elde edilen sulu fazdaki RNA, izopropanol ile ¢oktirilir ve ardindan etanol ile yikanarak safsizliklardan
arindirilir. izolasyonun basarisi, RNA biitiinligiiniin korunmasina ve DNaz gibi kontaminantlarin minimum
seviyede tutulmasina baglidir. Saflastirilan RNA, molekiler biyoloji analizlerinde kullanilmadan 6nce kalite

kontroliinden gecirilmelidir.

Total RNA izolasyonu sirasinda kontaminasyonun Onlenmesi icin RNaz igcermeyen sarf malzemeleri

kullanilmali ve RNA bozunmasini 6nlemek amaciyla tim adimlar dikkatlice gergeklestirilmelidir.
Materyal
TRIzol, kloroform, izopropanol, %75 etanol, RNaz igermeyen su.

Metot
Homojenizasyon

1. Her 50-100 mg doku 6rnegiigin 1 ml TRizol ekleyin.

> Doku homojenasyonundan hemen sonra ornegi direkt kullanin ya da kullanilincaya
kadar -20°C’de muhafaza edin.
2. Bitki dokusundan elde edilen homojenatlarda bulunan ¢éziilmeyen kisimlarin uzaklastirilmasi
icin 12000 x g'de 4°C’de 5 dakika santrifiij islemi uygulayin.

3. Santrifuj sonrasinda elde edilen siipernatan RNA igerir. Sipernatani yeni tiipe aktarin.
Faz ayrimi

1. Sdpernatani 3 dakika oda sicakliginda inklbe edin.

2. 1 mlTRizol icin 200 ul kloroform ekleyin.



3. 15 saniye karistirin ve oda sicakliginda 2-3 dakika inkibe edin.

4. 12000 x g’'de 4°C’de 15 dakika santrifiij islemi uygulayin.

5. Santrifdjin ardindan en altta fenol-kloroform fazi, ara faz ve renksiz bir tst sulu faz olusur. RNA
Ust sivi fazda bulunur. Ust sivi fazi pipetle alarak yeni tiipe aktarin. Bu asamada pipetin diger

fazlara gelmemesine dikkat edin. Elde edilen Ust faz RNA izolasyonunda kullanilir.

RNA’nin ¢oktirtlmesi

1. Her 1 ml 6rnek igin 500 ul % 100 izopropanolu sivi faza ekleyin ve oda sicakliginda 5 dakika
bekletin.

2. 12000 xg'de 4°C’'de 10 dakika santrifiij islemi uygulayin. Santrifiijden dnce gorinir olmayan
RNA, santrifiijiin ardindan jel benzeri bir pellet olusturur. Bu adimdan sonra yikama asamasini

uygulayin.

Yikama

1. Sdpernatani uzaklastirin ve RNA pelletini muhaza edin.
2. Pelleti baslangigtaki her 1 ml 6rnek icin 1 ml %75 etanol ile yikayin.
> Buasamada ornekler en az 1 yil siire ile -20 °C’de ve 1 hafta +4 °C’de saklanabilir.

3. Ornegi vorteksledikten sonra 7500 x g'de 4°C'de 5 dakika santrifiij edin. Siipernatani
uzaklastirin.
4. 5-10dakika pelletin kurumasini bekleyin. Pellet ¢ozinurlGgina kaybedebileceginden tamamen

kurumasina izin vermeyin.

RNA’nin ¢6ziindiiriimesi

1. RNA pelletini RNaz icermeyen suda ¢ozindirin ve 55-60°C sicaklikta 5-10 dakika inkube edin.

2. Elde edilen RNA 6rnegi sonraki uygulamalar icin kullanilir ya da -80°C'de muhafaza edilebilir.

RNA’nin Kalitatif Analizi: Agaroz- Formaldehit Jel Elektroforezi

RNA, elektroforezle ayrilmasini engelleyen ikincil hatta lglncil yapilar olusturmaya meyillidir. Farkli
RNA molekdilleri arasindaki benzer kisimlardaki baz ciftlerinin bag yapmasi sonucu RNA molekdlleri
farkh noktalara go¢ eder ve siirlinti seklinde bir gérintl olusur. Bu nedenle RNA elektroforezi
denatire edici kosullar altinda yapilmalidir. RNA'nin elektroforezden énce isitilarak denatiire edilmesi

yeterli degildir. Denatiire olan RNA kolayca tekrar ikincil yapilar olusturabilir.



Basarili bir RNA elektroforezi iki asamada gerceklestirilir. ilk olarak RNA elektroforez éncesi Isi ile
denatiire edilir. ikinci olarak elektroforezi sirasinda RNA’nin denatiire kalmasini saglayacak sartlar
olusturulur. RNA jellerinde en ¢ok kullanilan denatlire edici ajanlar formaldehit, formamid, glioksal,
DMSOQO’dur. Her birinde denatiire RNA lineer olarak molekiler agirligina bagli olarak ilerler. Formaldehit

kullanimi 6rneklerin geri kazanimi igin uygundur.

RNA jellerinde tampon olarak MOPS kullanilir. MOPS iyonik kuvveti cok disuktir. MOPS formaldehitle

reaksiyona girmedigi icin tercih edilir.

Materyal

RNA 6rnekleri, DEPC’li su, Agaroz, 5X MOPS, 1X MOPS, Formaldehit, Formamid, EtBr.
Metot

% 1’lik Formaldehit Jeli Hazirlanmasi

- Tum elektroforez aparatlari DEPC'li su ile yikanarak temizlenir.

- 7 ml formaldehit 1sinmasi icin 60 °C’deki etlive koyulur.

Agaroz 0,4 gram
5X MOPS 10 ml
DEPC'li su 25 ml

- Yukaridaki bilesenler mikrodalgada eritilir ve 60 °C’ye sogutulur.

- Onceden 60 °C’ye isitilan formaldehit karisima eklenir.

- Hazirlanan jel, jel tepsisine dokiliir ve polimerize olmasi beklenir.
- Elektroforez sirasinda tank tamponu olarak 1X MOPS kullanilir

Formaldehit Jeli icin RNA Orneklerinin Hazirlanmasi

RNA 6rnegi X RNA+ DEPC'li su= 4,5
DEPC'li su 4,5 -x ul

5X MOPS 2ul

Formaldehit 3,5 ul




Formamid 10 pl

EtBr 0,5 ul

- Yukarida belirtilen bilesenler 0,5 ml’lik ependorf tiplerinde karistirilir.

- 15dk 55 °C’'de bekletilir.

- RNA érnekleri yiklemeden 6nce 2 ul yiilkleme tamponu ile karistirilir ve jel kuyucuklarina
yuklenir.

- RNA’lar jelde 60 V’da 90 dakika yGratalr.

RNA’nin Kantitatif Analizi: NanoDrop Olgiimii

Materyal

NanoDrop cihazi, RNA 6rnegi, RNaz icermeyen saf su
Metot

Cihaz Hazirhg:

e NanoDrop cihazini agin ve yazilimini baslatin.

e "RNA" modunu segin.
Blanking:

e Platforma 1 pl RNaz igermeyen saf su damlatin.

e Kolonu kapatin ve "Blank" butonuna tiklayin.
RNA Olgiimii:

e Platformu saf su ile temizleyin ve kurulayin.
e 1 ul RNA 6rnegini platforma damlatin.

e Kolonu kapatin ve "Measure" butonuna basin.
Sonuglarin Yorumlanmasi:

e Konsantrasyon (ng/ul) ve saflik oranlann (260/280, 260/230) ekranda

gorlntilenecektir.

Saflik Degerlendirmesi: 260/280 oraninin 1.8-2.0 araliginda olmasi saf RNA'y1 gbsterir. 260/230 orani ise
2.0-2.2 araliginda olmalidir.

Dikkat Edilmesi Gerekenler:



e Her 6lcimden sonra platformu RNaz icermeyen su ile temizleyin.

e Olgiimde kullanilan RNA 6érnekleri kontaminasyondan korunmalidir.



DENEY 6

“REVERSE” TRANSKRIPTAZ — PCR (iLK ZINCIR cDNA SENTEZi)

cDNA ‘nin sentezi Molekiler Biyoloji arastirmalarinin énemli bir kismini olusturur. Hem tek iplikli hem
de ¢ift iplikli formlarda kullanilan cDNA yapisal farkliliklar olmasina ragmen genomik DNA’nin in vitro
kosullarda karsiligidir. cDNA, in vitro kosullarda kalip materyal olarak RNA kullanilarak bir seferde tek
zincir sentezlenen reaksiyon sonucunda ortaya ¢ikan enzimatik bir tGrtindir. cDNA sentezinde yliksek
kalitede RNA ihtiyaci s6z konusudur. Genellikle rutin uygulamalarda bir mikrogramdan daha az RNA’ ya
ihtiyac duyulurken en son gelistirilen tekniklerin cogunda baslangi¢c materyali olarak 100 ng’dan daha
az RNA kullanilabilmektedir.

RNA - PCR olarak da adlandirilan “Reverse” Transkriptaz — PCR (RT — PCR) iki asamali olup RNA’ dan
tamamlayici DNA sentezi (ters transkripsiyon ) ve tamamlayict DNA’ nin standart PCR yoluyla
cogaltilmasi asamalarini kapsar (Sekil-1). RT-PCR tek asamali bir reaksiyonla da gergeklestirilebilir. T.
thermophilus DNA polimerazi gibi bazi polimerazlar mangan varlig§inda hem RNA hem de DNA kalip
ipliklerini kullanabildiginden tim islem ayni tlipte tek asamada yapilabilmektedir.

RT — PCR, mRNA veya viral RNA miktarlarinin belirlenmesi ile RNA diizeyinde gen anlatimi
¢alismalarinda oldukga duyarli bir ydntemdir. Bu yontem az sayida hiicreden ayni anda fazla miktarda
RNA’nin analizini de mimkin kilmaktadir. Ayrica RNA PCR yontemiyle hiicresel bir RNA drnegindeki
tim mRNA’lardan PCR yoluyla cDNA kitapliklarinin olusturulmasinda da kullantlir.

cDNA sentezinde kullanilabilecek gesitli kaynaklardan izole edilmis ters transkriptaz enzimleri vardir.
Bunlara ek olarak “ avian myeloblastosis viris “ (AMV) ve “ Moloney murine leukemia virls “ (MMLV)
revers transkriptazlari 6rnek olarak verilebilir.

Analiz tipine bagl olarak, cDNA sentezi “Random hexamer” primer ya da Anchored-oligo (dT)18 primer
ile gerceklestirilebilir. Anchored-Oligo(dT)18 primer total RNA Molekiliinde poly(A)* kismina spesifik
oldugundan dolayi ters transkripsiyondan elde edilen cDNA miktari “random hexamer” ile elde edilen
miktardan daha az olmakla birlikte, Anchored-Oligo(dT)18 primer yeni mRNA sentezi amaciyla RT- PCR

reaksiyonu yurittldigi zaman tavsiye edilir.



Prosedir

Add RNA, Primer, Water
Incubate 10 min at 65°C, chill on ice
D ¢
Add T : Buffer, Protector, dNTPs,
a DTT, Reverse Transcriptase
Prepare mastermix for multiple reactions
10 min to 30 min at 45°C to
Incubate 55°C
Incubate 5 min at 85°C

Sekil 1. cDNA sentez prosediiri
Metot

1. Kullanmadan o6nce dondurulmus olan reaktifler tamamen ¢ozduralir. Uygulamaya
baslamadan 6nce reaktif maddeler santriflijlenir. Reaksiyon kurulumu sirasinda tim reaktifler

buz Gizerinde tutulur.

2. Buzlzerinde steril, niikleazsiz, ince ¢eperli PCR tiipline asagida listelenen maddeler eklenerek

20 pl reaksiyon icin kalip-primer karisimi hazirlanir.

Kalip-Primer Karisimi (1 reaksiyon igin)

Komponent Hacim Final konsantrasyon
Total RNA 2 ul 100 ng
Anchored-oligo(dT)18 1l 2.5uM

primer

Su (PCR-grade) 8.4 ul

Toplam Hacim 11.4 pl

3. Reaksiyon buz lizerinde 65 °C’'de 10 dk inkibe edilir. Daha sonra buz Gizerinde sogutulur.

4. Yukaridaki islemleri gerceklestirdikten sonra diger komponentler ilave edilir.



Bilesen Hacim Son konsantrasyon

Transcriptor High Fidelity Reverse Transcriptase 4 ul 1x (8mM MgCl2)

Reaction buffer,5x conc.

Protector RNase Inhibitor 0,5 ul 20U
Deoxynucleotide Mix, 10mM 2 ul ImM
DTT 1ul 5mM
Transcriptor High Fidelity Reverse 1,1l 10U

Transcriptase
Toplam Hacim 20 pl

- Pipetaj yapilarak icerik iyice karistirilir.

5. 55 °C’de 30 dakika inktbe edilir.

6. Reaksiyon 85 °C’'de 5 dk bekletilerek “Transcriptor High Fidelity Reverse Transcriptase”

enziminin inaktif hale getirilmesi saglanir.

7. Bu asamada reaksiyon tipi + 2 - +8 °C ya da uzun periyot icin -15, - 25 °C ‘de muhafaza

edilebilir.



POLIMERAZ ZiNCiR REAKSIYONU VE PRIMER TASARIMI

In vitro kosullarda DNA c¢ogaltilmasinin baslica amaglari; 6zglin bir DNA pargasinin bol miktarda elde
edilmesi, boyle bir DNA pargasinin molekiler analizinin yapilmasi ve genetik mihendisligi amacglari
dogrultusunda rekombinant organizmalar elde etmek Ulzere gen aktariminin yapilmasidir. PCR,
istenilen genin ya da DNA parcasinin primerlerin yonlendirmesiyle enzimatik olarak c¢ok sayida

kopyasinin olusturulmasi icin kullanilan enzimatik bir reaksiyondur.

DNA’nin gogaltimi icin mikrosantrifiij tlipl gerekli tim bilesenleri icermelidir. Bunlar: Kalip olarak
kullanilacak DNA, doért cesit niikleotid karisimi (ANTP’ ler), oligoniikleotid primerler, tampon ¢ozelti ve
DNA polimerazdir. Bu laboratuvarda termostabil Thermus aquaticus kaynakli olan Taqg polimeraz

enzimi kullanilacaktir.

PCR farkli sicakhk dongtleriyle gerceklesir. 94 °C - 96 °C arasindaki sicaklikta cift sarmal yapidaki DNA
zincirleri birbirinden ayrilir. Daha sonra primerlerin ilgili DNA boélgesine baglanabilmesi igin bu sicaklik
68 °C arasinda bir seviyeye indirilir. Kalip DNA’nin tam bir kopyasinin yapiminin tamamlanabilmesi igin
sicaklik, polimeraz enziminin en iyi aktivite gosterecegi 72 °C'ye ylkseltilir. Bu (g farkli sicaklik seviyesi
bir “dongl” olusturur. Her dénglde tlp icindeki hedef DNA kopya sayisi iki katina ¢ikar. Yeni
sentezlenmis olan DNA parcalari da sonraki déngiilerde kalip olarak kullanilacaktir. Déngl sayisi 30-35

arasinda olabilmektedir.

PCR birbiri ardina tekrarlanan ¢ basamaktan olusur (Sekil 1) ve bunlarin tamami bir doénglyu

olusturur:

1- Denatirasyon (Denaturation) (94-96 °C): Cogaltilacak DNA segmentindeki zincirler birbirinden
ayrilir bunlar yeni sentezlenecek DNA igin kalip islevi gorar.

2- Baglanma (Annealing) (68 °C): DNA’ nin ayrilmis zincirlerine primerlerin hidrojen baglari
yardimiyla baglandigi basamaktir.

3- Uzama (Extension) (72 °C): Termostabil DNA polimeraz, primerlere baglanarak 3’ uglarina, kalip

DNA’ ya uygun nikleotidleri ekleyerek DNA sentezi yapar.
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@) Denaturation at 94-96°C
o Annealing at ~68°C
€) Elongation at ca. 72°C

Sekil 1. PCR’ in bir donguisi

Molekil sayisi Gssel (exponential) olarak artar. Klasik bir PCR’ da déngii sayisi 25-30 arasindadir. Daha
fazlasi, 6zellikle 40 dongl ve Uzerinde istenmeyen Urlin artisi meydana gelir ve enzim kisitlamasi
gorilur. Dongller sonundaki molekdl sayisi 2" formli ile bulunur (n: dongii sayisi). PCR’ da asil istenen

fragment 3. DOngl sonunda elde edilir (Sekil 2).

Cydle 1 2 3

Sekil 2. PCR’ da aslil istenen fragment

Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR) klonlama, tani, kalitim, gesitlilik calismalari, filogeni, genetik parmak

izi, bulasici hastalik analizleri gibi pek ¢cok alanda yaygin olarak kullaniimakta olan bir tekniktir.

Basaril bir PCR icin bilesenlerin optimize edilmis konsantrasyonlari kullanilmalidir. PCR bilesenlerinden

olan oligonlikleotid primerlerin tasarimi en 6nemli parametrelerden biridir.



Primer Tasarimi

Primerlerin tasariminda uzunluk, erime sicakligi (Tm), 6zglllik, G/C orani gibi dikkat edilmesi gereken
baslica unsurlar vardir. Hedef DNA bolgesine 06zgilil olarak ve istenilen verimde (retilmesinde
primerlerin tasarimi oldukg¢a 6nemli bir yer tutar. Hedef DNA bdlgesinin ileri ve geri yoniinde olmak

Gzere iki primer tasarlanir (Sekil 4).

 ATATCGTTGCCTAGTGGTATCGTAAT
5|||||||||||||||||||HH“I3DNAtemlolate
cg ® 5’ i
GC PCR reverse primer
ATATCGT _
SOTTTITIT ® 3 DNA template

L ieiiiriiiitil
TATAGCAACGGATCACCATAGCATTA

5 PCR forward primer

Sekil 4. ileri ve geri yonli iki primer

Primer uzunlugunun artmasi PCR sirasinda baglanma veriminin azalmasina, buna bagh olarak PCR
veriminin dismesine neden olur. Uygun baglanma sicakhigi da g6z ontinde bulundurularak 17-30

nikleotid uzunlugundaki primerlerin tasarimi yapilabilir.

Primerlerin baglanma ve erime sicakligi arasinda édnemli bir denge vardir. Primerler tasarlanirken 50
°C’lik bir baglanma sicakliginin altina inilmemelidir. Ayrica, baglanma sicakligi erime sicakliginin 5 °C
altinda olmalidir. Bu uygulanan genel bir kural olarak kasimiza giksa da, yapilan galismaya en uygun

PCR kosulu, yapilacak optimizasyonla belirlenir.

PCR verimini etkileyen énemli unsurlardan biri de primer ciftlerinin erime sicakliklaridir. ileri ve geri
yonli oligonikleotid primerlerin her ikisinin de erime sicakliklari benzer olmalidir. Uygun erime
sicakligina sahip olmayan primerler 6zgil olmayan baglanmalara neden olurlar. PCR kosullari da
tasarlanan primerlerin erime sicakhigina bagl olarak belirlenmelidir. Primer tasarimi ve erime sicakh
hesaplamalari igin c¢esitli programlar var olsa da, primer icerigindeki A,T,C,G bazlarinin sayisina gére

Tm= 2(A+T)+4(G+C) formli ile yaklasik bir degere ulasilabilir.

Dikkat edilmesi gereken bir diger nokta da primerlerin tamamlayici diziler tasimamasidir. Primer kendi
icinde 3 nikleoit uzunlugundan daha fazla homoloji icermemelidir. Bu sekilde bir homoloji sa¢ tokasi
olarak isimlendirilen ¢ift zincirli yapilarin olusumuna ve bu da primerin ilgili DNA bdlgesine

baglanmasinda soruna yol acabilir.

Primer dizisinin ¢oklu G ve ¢oklu C bazlarini icermeleri 6zgil olmayan baglanmalara yol acgabilir.

Primerin toplam baz iceriginde GC orani %45-%55 araliginda olmalidir. Coklu A ve ¢oklu T bazlari igerigi



ise primerlerin hedef DNA bdlgesine baglanmasinda gevsemeye neden olabilir. Benzer sekilde ¢oklu
primidin ve ¢oklu purin uzantilari da PCR verimini ve 6zgilligini olumsuz yénde etkiler. Bunlarin

yaninda primerlerin 3’ ucuna C ya da CG bazlarinin eklenmesinin etkinligi artirdigi belirtilmistir.

Primer tasarimi icin mevcut olan OLIGO7 gibi bilgisayar programlari ile Primer3 ve GeneFisher2 gibi

web temelli uygulamalar da yaygin olarak kullaniimaktadir.
Materyal

10X Tampon Soliisyonu, dNTP Karisimi, ileri ve geri primerler, Tag Polimeraz, Steril Distile Su,
Mikrosantrifiij tlipt, Farkh hacim araliklarindaki mikropipetler, Steril mikropipet uclari, Mikrosantrif(j,

Buz kutusu, PCR cihazi
Metot

Tablo 1’de belirtilen PCR bilesenlerini kullanarak PCR reaksiyonu kurunuz. PCR bilesenlerini buz
lizerinde ¢ozdiikten sonra, kullanana kadar buz icinde muhafaza ediniz. Size verilen bilesenlerin
konsantrasyon ve linite degerlerini tablodaki ilgili alana kaydettikten sonra, kullanmaniz gereken hacim
miktarlarini yaziniz. Negatif kontrol 6rnegine kalip DNA eklemeyiniz. PCR cihazinda Tablo 2’de yer alan

dongd, sire ve sicakliklari ayarlayarak, tpleri yerlestiriniz ve reaksiyonu baslatiniz.



Tablo 1: 25 pl hacimde PCR reaksiyonu kurma listesi

Kullanilacak Hacim Kontrol kutucugu

icerik Son Konsantrasyon
(ul)
10X Tampon Sollisyonu 1X
25 mM MgCl, 2 mM
dNTP Karisimi (..... mM ) 0.2 mM
ileri Primer (..... uM) 0.4 uM
Geri Primer (......uM) 0.4 uM
Taq Polimeraz (....U/ul) 1.25 Unite
Steril Distile Su _
Kalip DNA (........ ug/ul) 10 ng/ul
Toplam Hacim _ 25 ul
Tablo 2: PCR Kosullan
Asama Sicakhik Zaman Dongii
Baslangi¢c Denatiirasyonu 94 °C 3 dakika 1
Denatlirasyon 94 °C 1 dakika 30
Baglanma (Annealing) 50-65 °C 1 dakika 30
Uzama (Extension) 72 °C 1 dakika 30
Son uzama (Final Extension) 72 °C 10 dakika 1

Sogutma 4°C oo 1



REAL TIME PCR (GERGEK ZAMANLI PCR)

“Real-time PCR” teknolojisi DNA’nin ya da mRNA orneklerinin ¢cogaltimini ve Grinlerinin miktarini tek
bir tlipte tespit edebilen son yillarda popller olmus bir yontemdir. “PCR” cogaltimini goriiniir hale
getiren ve monitorize edebilen floresan isaretli prob ve boyalarin kullanildigi, floresanin olusan DNA ile
dogru orantili olarak arttigi bir ¢cogaltma yontemi olmasi dolayisiyla “Kantitatif Gercek Zamanh — PCR

(RT-PCR)”, “Floresan Kantitatif RT-PCR” gibi farkli adlarla da isimlendirilmektedir.

Kullanim Alanlari:

e Mikrobiyoloji/ Enfeksiyon hastaliklari
e Kanser/ Onkoloji

® Genetik
e Farmakoloji

e immiinoloji
e Adli bilimler

Ozgiil Olmayan Belirleme Sistemi SYBR Green |

Spesifik olmayan cift zincirli DNA’nin ¢ogaltiminda “SYBR Green |” yontemi kullanilir. Bu ydontemde
kullanilan floresan boya sadece cift zincirli DNA’ya baglandigindan ¢ogalan DNA miktarindaki artisa
paralel olarak “real-time” PCR cihazinda okunan floresanin miktari da es zamanli olarak artar. “SYBR

III

Green |” en fazla kullanilan boya ¢esitidir ve 497 nm dalga boyunda ylikseltgenir ve 520 nm dalga
boyunda indirgenir. Cift sarmal DNA’nin kiigik olduguna baglanan boya 30 amplifikasyon déngiist

sonrasl yalnizca aktivitesinin % 6’sini kaybeder.

Ozgiil Belirleme Sistemi

DNA pargasinin ¢ogaltilmak istenilen bolgesi 6zel bir bolge ise bu bdlgenin saptanmasinda floresan
isaretli problar kullanilir. Bu tekniklerin basinda “TagMan” prob, “Molecular beacon”, “Light-up” prob,

hibridizasyon prob ve “Scorpion” primer gibi floresan isaretli problar kullanilarak yapilanlardir.

TagMan® Probe Yontemi

“TagMan probe” yontemi “Double-Dye Oligonucleotide”, “dual labeled probe” veya “5' nuclease
probe” olarak da adlandiriimaktadir. “TagMan probe” yontemi cogaltilmak istenilen DNA'ya
komplementer olan ve floresan isaretlenmis tek zincirli bir prob icerir. Floresan isaretli probun 5'
ucunda “fluorophore” (6-karboksiflo- resin= 6-F AM) ve 3’ ucunda “quencher” (6- karboksitetrametil-

rodamin= TAMRA). 3’ uctaki basilayici TAMRA boyasi bulunur.



5' ugtaki FAM boyasinin sinyal olusturmasini engellemektedir. Prob hedef DNA’ya baglanma durumunda
bile floresan sinyal 6lcim dustktir. Cogaltilma sirasinda hedef nikleik asit dizisi Gzerinde primerler
baglanma bdlgeleri arasinda “Taq Man” problar baglanirlar.Primerlerin baglanmasinin ardindan yeni
zincir olusmaya baslar. Probun bagh oldugu bdlgeye gelindiginde Taqg DNA polimeraz enzimi 5’3
nikleaz aktivitesi ile FAM’1I probdan ayirir. Serbest hale gegen FAM sinyal olusturur. DNA zincir sentezi
uzamaya devam eder. Her bir dongtide triin cogalimi arttikca floresanda ona bagli olarak artmaya devam

eder.

“TagMan probe” yonteminde mutasyon tespiti ile birlikte sayisal degerlere de ulasilabildiginden
arastiricilar icin avantaj saglar. Bu yontem standart bir protokoll ve kolay bir dizayni ve ¢ok az bir
optimizasyonla gerceklestigi icin hem allelik diskriminasyon hem de ekspresyon profilinin

¢ikartilmasinda kolaylikla kullanilir.

Bilesen adi 20 pl reak. Son kons.

gPCR SybrMaster 10 pl 1x

ileri Primer (10 uM) 0.6 pl 300 nM

Geri Primer (10 uM) 0.6 ul 300 nM

Kalip DNA X ul -

PCR H20 20 pl'ye su ile tamamla -

Asama Sicakhk Siire Dongii
sayisl

Baslangi¢ denatiirasyonu ve 95 °C 2 dk 1x

polimeraz aktivasyonu

Denatiirasyon 95 °C 15sn 35-45x

Baglanma ve Uzama 60-65 °C 1dk 35-45x
(Amplikon  boyutuna gore

belirlenir)




DENEY 7

BITKIDEN TOTAL PROTEIN iZOLASYONU
Bir doku ve hiicre gurubundan proteinleri izole ederken yapilmasi gereken bazi islemler vardir. ilk olarak
calisacagimiz proteinin en fazla bulundugu doku segilir. ilgilenilen proteinin bozunmasini engelleyecek
tampon ¢ozeltiler kullanilarak doku ve hiicreler homojenize edilir. ilgilenilen biyolojik molekiil grubunun
izolasyonu amaciyla gergeklestirilen ekstraksiyon islemleri pargalama (lizis) ve ayirma (saflastirma)
asamalarindan olusur. Hiicre membraninin ve niikleus membraninin parcalanmasi gerekir. Daha sonra bu
homojenat belirli hizlarda santrifiigasyona tabi tutularak hiicre pargalarindan arindirilir. Boylece elde
edilen protein karisimi siipernatantta bulunur. Onemli bazi noktalar;

> Ekstrakte edilecek protein membrana bagl veya sitoplazmik bir proteinse 6nce hiicre ceperi

astlmalidir. Asiri iIsinma 6nlenmelidir.
> Parcalama sirasinda ortaya c¢ikacak proteazlarin etkisinden korunmahdir.

> Onemliolan istenilen proteinin hemen tamaminin sivi faza (supernatant) gecmesidir.

Not: PMSF (fenilmetilsilfonil florlr) serin proteaz inhibitori olarak islev goérir. Suda c¢ok az
¢Ozindiglnden aseton veya etanol’ de hazirlanir. Hizla hidrolize oldugundan hazirlandiktan hemen sonra

kullanilmalidir.
Materyal

Oziitleme tamponu (0.2 M Tris pH 8.2, ImM PMSF), porselen havan, gazli bez, santrifiij cihazi, 50 mL

tupler, mikropipetler ve pipet uglari, sivi azot, bitki doku érnekleri.

Metot

1. Mikrosantrifiij tiplerinizi etiketleyin.

2. Tiim soliisyon ve gerekli malzemeleri hazirlayin: Oziitleme tamponu (0.2 M Tris pH 8.2, ImM PMSF),
Porselen havan, gazli bez, santrifiij, mikrosantrifiij tlpleri, 50 mL tlp, mikropipetler, sizi azot.

3. Bitki doku 6rneklerini -80 °C dondurucudan alarak soguk ortamda (izerlerinde yazili olarak bulunan

agirliklarini kontrol ediniz.

Dokulari havana yerlestirerek lizerine sivi azot ekleyiniz.

Dokulari havanda ezmeye baslayiniz.

Ezilen doku 6rneginin Gzerine gram basina 2 ml 6zitleme tamponu ekleyiniz.

Havandanki ezilmis doku 6rnegini gazl bezden gecirerek 50 ml hacmindeki tlplere aktariniz.

©® N oo v &

Elde edilen doku 6rneginden 1 ml alarak mikrosantriflij tliptine ekleyerek, bu tlipl buz lzerinde
muhafaza ediniz.

9. +4°C’de 4000xg’de 10 dakika santrifijleyiniz.



10. Suipernatant ve pelleti ayri tipler icinde -20 °C de muhafaza ediniz.



DENEY 8

PROTEIN COZELTiSININ KONSANTRE EDILMESI, SAFLASTIRMA VE MiKTAR TAYiNi

Protein ¢ozeltisinin konsantre edilmesi, suyun ve diger kiicik molekillerin uzaklastirilarak ¢ozelti hacminin
azalmasi ve protein derisiminin artmasi ile gergeklestirilir. Proteinin saflastirilmasi islemlerinde ktiglik
hacimle ¢alismak yararlidir. Konsantre edilen 6rnekler sayesinde daha az kimyasal madde kullanimi, kolon
kromatografisinde kolona yikleme kolayhgi, dolgu maddesine spesifik olmayan tutunmalar sonucunda
olusan protein kayiplarinin azaltilmasi saglanabilmektedir. Bu amacla asagida adi gecen uygulamalardan

yararlanilmaktadir.

> Proteinlerin girisine uygun olmayan porlari bulunan kuru polimer ile islem
Bliyik molekdllerin gegisine izin vermeyen yari gecirgen bir zar araciligiyla kiicik molekillerin
uzaklastiriimasi (ultrafiltrasyon, diyaliz)
Suyun vakumda uzaklastiriimasi (liyofilizasyon)

Cesitli kimyasal etkenler araciligiyla proteinlerin ¢oktirilmesi (TCA, organik ¢oziciler, tuzla

¢cOktlirme)

Amonyum Siilfat Coktiirmesi

Tuzla c¢coktirme (salting-out), cozeltinin tuz konsantrasyonunu artirarak proteinin ¢ozinarlGginin
degismesi ve bunun sonucunda denatiire olmadan ¢cokmesine dayal bir yontemdir. Proteinlerin konsantre
edilmesi ve saflastiriimasinda genis ¢apta kullanilmaktadir. Ortama eklenen nétral tuz proteinlerin
ylzeyinde bulunan hidrofilik amino asitlerin yan gruplarinin suyla etkilesimini bozarak, proteinlerin bir
araya gelip kiimelesmelerine ve ¢ozeltiden ayrilip ¢cokmelerine yol agar. Coktiirme isleminde genellikle
¢Ozunurligu yuksek, ortam pH’sini fazla etkilemeyen, ¢ozeltide fazla 1sinmaya yol agmayan, ucuz ve etkin

bir tuz olan amonyum siilfat [(NH4)2S04] kullanihr.

Proteinler farkh tuz konsantrasyonlarinda ¢oktirilerek birbirlerinden ve ortamdaki diger maddelerden
ayrilabilirler. Yuzeyinde hidrofilik alanlari daha fazla olan proteinlerin ¢éktirilmesi icin daha fazla tuz

kullanilirken, hidrofilik alanlari az olan proteinler daha ¢abuk ¢oktirilebilmektedir (1).

Cozeltinin istenilen doygunluga ulasmasi icin ortama eklenmesi gereken tuz miktari asagidaki tablodan

kolaylikla bulunabilir.
Materyal
Erlen, manyetik karistirici, buz dolu kap, protein ¢ozeltisi, amonyum siilfat.

Metot



1. Belirli hacimdeki protein ¢ozeltisini iceren erlen, manyetik karistirici Gzerindeki buz dolu kabin
icerisine yerlestirilir

2. (Cozeltiye eklenecek amonyum silfat miktari tablodan bulunur ve stirekli karistirilarak yavasca

ortama eklenir. (Cozeltinin képlirmemesine dikkat edilmelidir).

Tuz ilavesi bittikten sonra 10-60 dk. Karistirmaya devam edilir.

9000 xg’de 10 dakika santrifujlenerek Ust sivi ayrilir.

Cokelti uygun tampon (6rnegin 50 mM sodyum fosfat, pH 7.3) icerisinde ¢ozulir.

o v oA~ 0w

Ortamdaki tuzun diyaliz ya da ultrafiltrasyon ile uzaklastiriimasi saglanir.

Ultrafiltrasyon
Su ve diger kigik molekillerin santrifijleme ya da yiliksek basing uygulamasiyla yari gecirgen bir
membrandan gecmeye zorlandigi bu ydntem protein c¢oOzeltilerinin  konsantre edilmesinde

kullanilmaktadir.

Membranlara 6zgli bir deger olan NMWC (“Nominal molecular weight cut off”) degeri membrandan
gecemeyen globular bir proteinin molekil agirhigina esdegerdir. Kullanilacak sistemin NMWC degeri
konsantre edilecek proteinin bliyikligiine gore secilir. Kullanilan membranin por ¢api en az hedef molekiil
blyukliginin % 20’si kadar olmalidir. Por ¢api ¢ok kiiglik oldugunda, islem siiresi uzar ve membrandan
gecis icin daha yiksek kuvvete gereksinim duyulacaktir. Cozelti hacmi 15 ml ve altinda ise ultrafiltrasyon

tupleri, daha yiksek hacimlerde ise basing hticreleri kullanilir (2).
Materyal

Santrifiij, uygun tampon (6rnegin 50 mM sodyum fosfat, pH 7.3), ultrafiltrasyon tiipu.

Yontem
1. Ornek ultrafiltrasyon tiipiiniin iist bélmesine doldurulur
2. Tup 5000 xg’de birkag dakika santriftjlenir.
3. Alt bélme cikarilarak ultrafiltrat atilir.
4. Konsantre edilen 6rnek istenilen hacime ulasincaya kadar ayni islem tekrarlanir.

Rekombinant Proteinlerin Afinite Ozelliklerinden Yararlanarak Saflastiriimasi

Proteinler biyilklik ve sekil, toplam yik, kullanilan duragan faz ile baglanma kapasitesi gibi farkl
ozelliklerine dayali olarak farkli kromatografik yontemlerle saflastirilabilirler. Bu yontemlerden birisi
olan, afinite (ilgi) kromatografisi, kolon dolgu maddesine kovalent olarak baglanmis ve saflastirilacak
proteine 0Ozel ilgi gostererek secici bir ayirim saglayan, ligand adi verilen kiiciik molekillerin
kullanimiyla gergeklesir. Ligand O6nce immobilizasyon yontemleri ile kolon matrisine baglanir.

Kromatografik ayrim sirasinda hedef protein yilizeyindeki islevsel bir bolge tarafindan liganda spesifik



ve geri donlslimlli olarak baglanma gercgeklesir. Destek materyali olarak agaroz, seliiloz, silika ve
degisik organik polimerler kullanilabilir. Ligand ile baglanan proteini ortamdan uzaklastirmak igin

elisyon tamponunun igerigi degistirilir ve proteinin immobilize edilmis liganda olan ilgisi azaltilir (1).

6xHis-kuyrugu tasiyan rekombinant proteinlerin saflastirilmasinda destek materyali olarak siklikla
kullanilan Ni-NTA Agaroz, agaroza kovalent olarak baglanmis ve nikel iyonu taslyan nitriloasetik asit
(NTA) ligandindan olusmaktadir. NTA'nin dort disli kelatlayici grubu nikel iyonundaki alti bolgeden
dordiine bagh durumdadir. Rekombinant proteindeki alti histidinden ikisinin dolgu materyalindeki
nikele kuvvetli bir sekilde baglanma 6zelliginden yararlanarak diger proteinlerden ayrilmasi saglanir
(Sekil-1). Ni-NTA agaroz oldukga stabil olup, batch, kolon ya da FPLC sistemlerinde kullanima uygundur.
Bu dolgu materyali kullanilarak 1 ml dolgu maddesine 5-10 mg 6xHis-kuyruklu protein

baglanabilmektedir.

Sekil 1. Ni-NTA matriks ile 6xHis-kuyrugu tasiyan protein arasindaki etkilesim

Bu deneyde, rekombinant proteinin N ucunda bulunan histidin kuyrugu sayesinde saflastiriimasi
saglanacaktir. ilk asamada hedef proteinin polihistidin kuyrugunun immobilize Ni*? iyonlarina diisiik
konsantrasyonda imidazol iceren tampon varliginda baglanmasi gerceklesir. Kolona baglanmayan
proteinler yikama asamasinda uzaklastirilir. Uygun kosullarda rezine baglanan proteinin elusyonu,
histidinle rekabet eden imidazoliin artan konsantrasyonda uygulanarak histidinle yer degistirmesi

sonucu gergeklesir.
Materyal

Zymo Research His-Spin Protein Miniprep kit, His-Afinite Jeli, Zymo-Spin Kolon, santriflij, protein,
Baglanma Tamponu, resine baglanmayan proteinler, Yikama Tamponu, temiz érnek tlipleri, toplama

tlpd, Elisyon Tamponu.

Metot

ARSI,



1. Zymo Research His-Spin Protein Miniprep kit kullanilarak saflastima islemi yapilacaktir.
Vortekslenerek stispanse edilen 250 pl His- Afinite Jeli Zymo-Spin Kolona aktarilir ve 13.000 x
g’de 5-10 sn santrifijlenir.

2. 150 pl protein 150 pl Baglanma Tamponu ile birlestirilerek kolona uygulanir ve iki dakika
boyunca baglanma saglandiktan sonra resine baglanmayan proteinlerin kolondan ayrilmasi
amaciyla 13.000 x g’de 5-10 sn santrifiijleme yapilir.

3. Santriflij sonunda resinden ayrilan sivi temiz bir 6rnek tiptne alinir.

4. Kolona 250 ul Yikama Tamponu eklenerek 13.000 x g’'de 5-10 sn santriflijleme yapilarak zayif
baglanan proteinlerin kolondan uzaklagtiriimasi saglanir.

5. Yikama isleminin bir kez daha tekrarlanir.

6. Toplama tupindeki sivilar her asamada temiz 6rnek tiplerine alinir.

7. Kolon yeni bir tlipe yerlestirildikten sonra 100 pl Eliisyon Tamponu kolona eklenir ve 13.000 x
g’de 5-10 sn santriflijleme yapilarak resine baglanan proteinin kolondan ayrilmasi saglanir.

8. Ayniislem bir kez daha tekrarlanir.

Saflastirilan protein spektrofotometrik élcimlerle miktari belirlendikten sonra SDS-PAGE ile analiz

edilecektir.

Baglanma Tamponu: 50 mM sodyum fosfat tamponu, pH 7.7, 300 mM sodyum kloriir,10 mM imidazol,

0.03 % Triton X-100

Yikama Tamponu: 50 mM sodium phosphate buffer pH 7.7, 300 mM sodium chloride,

50 mM imidazole, 0.03 % Triton X-100

Eliisyon Tamponu: 50 mM sodium phosphate buffer pH 7.7, 300 mM sodium chloride,

250 mM imidazole

Jel matriks: Nikel yUkli agaroz (%30 w/v), 20 mM sodyum fosfat tamponu, pH 7.7, 100 mM sodyum

klortir, 10 mM imidazol, etanol (%20 v/v)




Azs0/A260 ORANI (WARBURG — CHRISTIAN YONTEMI) iLE PROTEIN MiKTAR TAYiNi

Tirozindeki fenolik gruplar ve triptofandaki indolik coo- coo-
gruplar nedeniyle proteinlerin 280 nm’de maksimum H3K|—CI: —H H3,’Q_(I: —H
absorbsiyon gostermesinden yararlanilan bir (I;H2 (I;H2
yontemdir. Bu yontemle orneklerdeki protein miktari é:C{-I
yaklasik olarak ve hizli bir sekilde tayin edilebilir. NH
Duyarliligi 0.05-2.0 mg/ml araligi ile sinirhdir. 260 nm’de OH =
maksimum absorbsiyon gosteren niikleik asitlerin 280 \ /
nm’de de absorbsiyon goésterebilmeleri nikleik asit Tyrosine Tryptophan

artiklari ile kontamine durumdaki &rneklerde hatali

sonuglar elde edilebilir. Bunu engellemek icin Warburg ve Christian (1941) tarafindan bir seri hata
dizeltme faktora (Tablo 1) gelistirilmistir. Bu faktor genel olarak tiim proteinler i¢in kullaniimakta ve
bu yontemde ortaya cikabilecek hata payi indirgenebilmektedir. Kullanilan forml su sekildedir: Protein

konsantrasyonu (mg/ml) = Faktor x Axso

1981 yilinda Schleif ve Wensink sadece 280 nm ve 260 nm’ de Olcllen absorbans degerlerinin

kullaniimasiyla protein miktarinin hesaplanabildigi formul gelistirmislerdir.

Tablo 1. A280/A260 orani icin 6rnekteki nikleik asit ylizdesi ve diizeltme faktorlerinin yaklasik degerleri.

(1s1k yolu: 1 cm)

A280/A260 orani % Nukleik asit Faktor
1.75 0.00 1.116
1.63 0.25 1.081
1.52 0.50 1.054
1.40 0.75 1.023
1.36 1.00 0.994
1.30 1.25 0.970
1.25 1.50 0.944
1.16 2.00 0.899
1.09 2.50 0.852
1.03 3.00 0.814
0.979 3.50 0.776
0.939 4.00 0.743
0.874 5.00 0.682

0.846 5.50 0.656



0.822 6.00 0.632
0.804 6.50 0.607
0.784 7.00 0.585
0.767 7.50 0.565
0.753 8.00 0.545
0.730 9.00 0.508
0.705 10.00 0.478
0.671 12.00 0.422
0.644 14.00 0.377
0.615 17.00 0.322
0.595 20.00 0.278
Yéntem
1. Tdm soliisyon ve gerekli malzemeleri hazirlayin: Kuvartz kivetler, 6ziitleme tamponu,

£ 0 N o A~ W N

spektrofotometre, mikrosantrifij tiipleri.

Protein 6rneginizi mikrosantrifiij tip icinde 1/5 oraninda seyreltin.

Spektrofotometrenin dalgaboyunu 280 nm’ye ayarlayin.

Sadece tampon ¢ozelti kullanarak bu dalga boyunda sifir absorbansa kalibre edin.

Bu dalga boyunda protein 6rneginizin absorbansini él¢ln.

Spektrofotometrenin dalgaboyunu 260 nm’ye ayarlayin.

Sadece tampon ¢ozelti kullanarak bu dalga boyunda sifir absorbansa kalibre edin.

Bu dalga boyunda protein 6rneginizin absorbansini él¢in.

Olasi niikleik asit kontaminasyonu iceren Orneklerde yaklasik protein konsantrasyonunu

hesaplamak icin asagidaki formli kullanin.

Protein konsantrasyonu (mg/ml) = 1.5 x A2so - 0.75 X Azeo




DENEY 9

POLIAKRILAMID JEL ELEKTROFOREZIi (PAGE)

Elektroforez, yiikli molekillerin bir elektriksel alandaki hareketlerinin izlendigi teknige verilen isimdir.
YiklG molekdillerin elektriksel alanda ayrilmalarina dayanan elektroforez teknigi proteinlerin analizinde
ve ayrilmasinda da genis ¢apta kullanilmaktadir. Molekiillerin hareketi, molekdillerin yiikiine, boyutuna,

bicimine, kimyasal icerige ve uygulanan elektriksel alana baghdir.

Protein elektroforezi ile proteinlerin molekil agirhginin belirlenmesi, oligomerik ya da monomerik
olma durumunun anlasilmasi, miktar ya da safliklarinin belirlenebilmesi saglanmaktadir. Ayrica bu
yontemle dogal ya da rekombinant bir proteinin sentezlenip sentezlenmedigi; sentezleniyorsa islevsel

olup olmadigi da anlasilabilmektedir.

Proteinler izolelektrik noktalarinin tzerindeki pH degerlerinde (-) yikladirler ve elektriksel alanda
anoda goc¢ ederler; izoelektrik noktanin altindaki pH degerlerinde ise (+) ylklidurler ve katoda gog
ederler (Sekil 1). Molekdllerin bu jel matriks ortami icerisinde kat ettikleri mesafe molekilin net yika

ile dogru, molekul biylklGga ile de ters orantilidir.

————aer Y

Izoelektrik noktasinda protein yiiksiizdiir. Anoda ya da katoda go¢ etmez.

Proteinler izoelekirik noktalarinin izolekirik noktalarinin

altindaki pH’'larda pozitif (+) yuklidirler Uzerindeki pH'larda

ve elektriki alanda katoda (- yukli negatif (-) yukludirler ve

elekiroda) goc¢ ederler. anoda (+ yukli elekiroda)
goc¢ ederler.

Sekil 1. Proteinlerin pH ve yik iliskisi

Proteinlerin elektroforetik ayriminda jel matriksi olarak nisasta, seliiloz asetat, agaroz kullanilabiliyorsa
da en iyi ayrisim poliakrilamid destek matriksi ile saglanmaktadir. PAGE’de kullanilan poliakrilamid,
akrilamid monomerlerinin akrilamid tirevi olan ¢apraz baglayici N-N'- metilen-bis-akrilamid (bis)
yardimiyla kovalent olarak baglanmasi sonucunda olusan bir polimerdir. Capraz baglayici eklenmesiyle
jelde polipeptidlerin gececegi porlar olusur. Amonyum persiilfat (APS) polimerizasyon baslatici,

N,N,N’,N’-tetrametilenetilendiamin (TEMED) ise katalizor olarak kullanilmaktadir. Por buyuklGgi



jeldeki monomer yiizdesine bagh olarak belirlenir, total akrilamid %’si (w/v) arttik¢a porlar kigulir.
Tablo-1'de degisik oranlarda total akrilamid ile hazirlanan jellerde ayrimi gerceklestirilebilecek

polipeptid molekil agirhg verilmektedir.

Tablo 1. Cesitli akrilamid konsantrasyonlarinda ayrilabilecek polipeptid molekil agirliklari

Akrilamid Konsantrasyonu (%) | Polipeptid Molekiil Agirhig (kD)
15 12-43

10 16-68

7.5 36-94

5 57-212

Proteinler denatiire (SDS iceren) bir jelde molekil buyikligine, dogal (native) bir jelde ise molekl
bicimi, bliyukligi ve ylkine gore ayrilirlar. Dogal kosullar altinda yapilan elektroforezle ¢6ziinebilen
proteinler biyolojik ve enzimatik aktivitelerini kaybetmeksizin ayrilirlar, ancak SDS-PAGE’de protein
karisimi diisik molekdl agirhkli tioller (2-merkaptoetanol veya DTT) ve SDS varliginda isitilarak denatire

edildiginden biyolojik aktivite ortadan kalkar.
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Sekil 2. Poliakrilamid jelde proteinlerin elektroforetik olarak ayrilmasi

Dogal Olmayan (Denatiire) Poliakrilamid Jel Elektroforezi (SDS-PAGE)
Bir proteinin blyukligl ve alt birimlerinin niteligi SDS-PAGE ile belirlenebilir. Proteinler icerdikleri

amino asitlere bagli olarak genellikle net bir arti veya eksi ylike sahiptir. Protein molekilini iceren bir



¢Ozeltiye elektrik alan uygulandiginda protein net yiikiine, bly{ikligline ve bicimine bagl olarak belirli

bir hizla hareket eder.

Sodyum dodesil siilfat-poliakrilamid jel elektroforezinde (SDS-PAGE) SDS polipeptidlerin ana iskeletini
cevreleyerek denatilirasyona yol agan anyonik bir deterjan olup, molekillere negatif ylik kazandirmakta
ve boylece molekiillerin yalnizca molekl agirliklarina dayali olarak ayrilmasi saglanmaktadir (Sekil 3).
SDS-PAGE ile molekil agirhgi bilinmeyen protein karisimi, agirhgi bilinen standart karisimla yan yana
kuyulara vyiklenerek gozlenen bantlar karsilastirilmakta ve polipeptidin  molekil agirligi

belirlenebilmektedir.

Sekil 3. SDS’ in protein yuki ve konformasyonu (izerindeki etkisi

Materyal

Jel kaseti, elektroforez aleti, kalin ve ince cam, etanol, ylriitme sistemi, jel dokme bolmesi, %12
monomer karisimi, APS, pastor pipeti, iso-propanol ¢ozeltisi, su, polimerizasyon, %5 monomer karisimi,

yukleme jeli, plastik tarak.
Metot
Jellerin Hazirlanmasi

Jel elektroforezi 8x8.5cm boyutunda ve 1 mm kalinhiginda bir jelin kullanilabildigi elektroforez aletinde
gercgeklestirilecektir. Yéntemde agiklanan miktarlar kullanilan alete ve jel bliyiikliigiine gére

ayarlanmalidir.

1. lJel kaseti kullanilan elektroforez aletinin tipine gore degisik tekniklerle hazirlanabilir. Kalin ve
ince cam etanolle Uzerinde toz kalmayacak sekilde temizlendikten sonra bir araya getirilir ve
ylritme sisteminde sabitlendikten sonra sizdirmanin engellenmesini saglayan jel dékme
bolmesine yerlestirilir.

2. Bir ornek tlpi icerisinde % 12 monomer karisimi iceren ayirma jeli Tablo-2'deki icerige ve

siralamaya gore hazirlanir. (APS taze olarak hazirlanmalidir).



3. Karisim pastor pipeti yardimiyla Ustten 2-3 cm kalana dek camlarin arasina doldurulur.

4. Jel ylizeyini diizglinlestirmek icin iso-propanol ¢ozeltisi veya su eklenir.

5. Polimerizasyonun tamamlanmasinin ardindan jelin Gzerindeki sivi uzaklastiriir ve %5

monomer karisimi iceren yiikleme jeli Tablo-2’deki icerige ve siralamaya gore hazirlanir.

Hafifce karistirildiktan sonra pastor pipeti yardimiyla ylikleme jeli Gzerine dokaldr.

6. Jelde kuyucuk olusturmayi saglayan plastik tarak yerlestirilir ve jelin polimerlesmesi beklenir.

Tablo 2. SDS-PAGE Jel Karisimlari

%12’lik Ayirma Jeli %5’lik Yiikleme Jeli
H:0 3.29 ml 2,815 ml
Tris tamponu 1.5M pH 8.8 0.5M pH 6.8
2.5ml 1,25 ml
%30 Akrilamid:Bis | 4 ml 0.83 ml
%10 SDS 100 pl 50 pl
%10 APS 100 pl 50 pl
TEMED 10 pl 5ul
TOPLAM 10 ml 5ml

Orneklerin Hazirlanmasi

1.
2.
3.

4x yiikleme tamponuna %30 oraninda (v/v) 1 M DTT eklenir.
Ornekler 4x yiikleme tamponu ile birlestirilir (3 6rnek:1 tampon).

Karisim 4 dakika boyunca kaynar suda bekletilerek proteinler denattire edilir.

Orneklerin Jele Uygulanmasi ve Elektroforez

1.

o v o~ W

10 x Yiritme Tamponu 10 kez sulandirilir ve jel kasetinin icine ve elektroforez tankina
yeterli miktarda dokalur.

Tarak kuyucuklari bozmayacak sekilde jelden c¢ikarilir ve ceplerdeki tuzlar ve
polimerlesmemis akrilamid kalintilarini uzaklastiracak sekilde tamponla yikanir.

Ornekler ve standart protein karisimi kuyulara yiiklenir.

Sistem glic kaynagina baglanir ve 80 V akim uygulanir.

Ornekler yiikleme jelinden ¢ikip ayirma jeline gegtiklerinde 160V akim uygulanir.

Bromofenol mavisi jelin altina 0.5 cm kalana dek yliridiikten sonra islem durdurulur.



Yiriitme sonrasinda jel, cam plakalar arasindan ayrilir ve boyama soliisyonu igerisine
alinip, 30 saniye mikrodalga firinda isitildiktan sonra 37°C'de 30 dakika calkalanarak
boyanir.

Boyama islemi ardindan jel boya ¢ikarma soliisyonuna alinir jel rengi acilana kadar
calkalama yapilarak proteine baglanmayan boyanin uzaklastirilmasi saglanir. Bu sire
zarfinda yikama sollisyonu birkag defa degistirilir ve jel rengi tamamen acilinca, yikama

sollisyonu bosaltilarak saf su igerisine alinmistir.



DENEY 10

WESTERN BLOTLAMA

SDS-PAGE ile molekil agirligina, biyukligline ve yilikiine veya izoelektrik noktasina gore ayrilmis
kompleks bir karisim i¢cinde hedeflenen bir proteini ayirt edici bir sekilde saptamak igin kullanilan en
genel yontem Western blotting (Western damgalama)’ dir (Sekil 1). Bu duyarli ydntem iki asamadan
olusur: once jel Uzerindeki proteinler, boyama yapilmaksizin, daha kararli ve sabit bir ortama
(membran veya filtre (izerine) aktarilir; sonra da hedeflenen proteine 6zgli bir belirte¢ saptanir.
Boylece yuriatilmesi mimkin olmayan ya da giic olan analitik teknikler uygulanabilir. Saptamada en
yaygin yol immunolojik belirte¢ kullanimidir. Bu uygulamada protein kendisine 6zgi antikorla isleme
sokulur. Antijen- antikor baglantisinin gerceklestigi bolgeler antikordaki 6zel bir isaret araciligiyla

belirlenir. Bu tip saptamalar membran tzerinde yapilir.

Aktanimig proteinler

Membrandaki

bosluklann
@ kapatiimasi

l Damgalama kagidi

antikor

luwun
substrat(lar)

!
Molekul

Mavl/Mor

Damgala’[“j,",ag'g'
*

agirhg belirtegleri

Sekil 1. Jeldeki proteinlerin membrana akatarilmasi ve dolayl antikor teknigi ile saptanmasi

En yaygin kullanilan membran tipleri nitroseliloz ve PVDF (polivinilidin diflériir) membranlardir. PVDF
membranlar kullanimdan dnce 6n islemden (%95 etanol, izopropanol veya metanolde bekletme)

gecirilmekle birlikte daha dayaniklidirlar ve antikorlar uzaklastirildiktan sonra yeniden kullanilabilir.

Yari Kuru Damgalama

Bu sistemde elektrotlara degen tamponlarla islatiimis filtre kagitlari arasina yerlestirilmis jel-membran
paketi yatay durumda iken elektrik akimi gecirilir. Aktarim tamponu c¢ok az (sadece elektroforez

tamponundaki tuz ve deterjanlar uzaklastirmak amaciyla jelin yikanmasi ve filtre kagitlar ile



nitroselliloz membranin islatilmasi i¢in) kullanildigindan yari kuru damgalama olarak adlandiriimistir.

Boylece daha az tampon ile hizli ve etkin bir aktarim gerceklestirilir (Sekil 2).

Katot (-)
Filtre Kagidt

Jel

Membran

Filtre Kagidi

Anot(+)
Sekil 2. Jeldeki proteinlerin membrana transferi igin yerlesimi

Membrana aktarimdan sona hedeflenen protein immiunolojik etkilesimlerle saptanacaksa, bu isleme
gecmeden dnce membrana aktarilmis proteinlerin bulundugu yerler disindaki bosluklarin kapatilmasi
gerekir. Cinkl hedeflenen proteine (antijene) 6zgl imminolojik ajan (antikor) da protein yapidadir ve
islem sirasinda antijen yerine membrandaki bosluklara baglanabilir. Membran ylzeyindeki bosluklari
kapatmak icin membrana ve saptama yontemine uygun bir kapatma ("blocking") ajani kullanilir. Yagsiz
st tozu bu amacla yaygin olarak kullanilan bloklama ajanidir. Yagsiz sit tozu; ucuz ve kullanimi

kolaydir. Ancak sinyal yogunlugunun azalmasina neden olan biotin gibi maddeleri igerebilir.

Membrana aktarilmis proteinler alkalin fosfataz ("alkaline phosphatase", AP), yabanturpu peroksidazi
("horseradish peroxidase", HRP) gibi enzimlerle, floresan molekiillerle (floroforlarla), radyoizotoplarla

veya kolloidal altinla isaretlenmis antikorlarla saptanabilir.
Materyal

Alet, jel, membran, aktarim tamponu, filtre kagidi, elektrotlar, glic kaynagi, protein aktarimi, bloklama
tamponu, imminglobulinler, bloklama c¢o6zeltisi, birincil antikor, yilkama tamponu, ikincil antikor,

gorintileme cihazi.
Metot
Jel Uzerindeki Proteinlerin Membrana Yari Kuru Aktarim

1- Aletin icine yerlestirilecek her bir sandvigi hazirlamak lizere jel ve membran boyutundan daha

blylik boyutta kesilmis ve aktarim tamponuyla islatilmis alti filtre kagidindan (gl cihazin anot



plakasi izerine yerlestirildikten sonra sirasiyla membran, jel ve tamponlaislatilan diger (g filtre
kagidi hava kabarcigi olusturmamaya dikkat ederek yerlestirilir.

Daha sonra aletin katot plakasi yerlestirilip, aletin kapagi kapatilir.

Elektrotlar glic kaynagina takildiktan sonra 25 V’'da 1.3 A’de 7 dakikada proteinlerin membrana

aktarimi gerceklestirilir (Sekil 3).

Sekil 3. Jel Gzerindeki proteinlerin membrana yari kuru aktarim asamalari

immiinolojik Saptama

1-

Aktarim sonrasi membran bloklama tamponunda 30 dakika bekletilerek immiinglobulinlerin
yanlislikla baglanabilecegi bolgeler kapatilir.

Bloklama ¢ozeltisi dokilir; membran, birincil antikor ile muamele edilir ve +4 °C’ da gece boyu
bekletilir.

Birincil antikoru iceren ¢ozeltisi toplanir, membran 5’er dakikadan 5 kez yikama tamponu ile
yikanir.

Yikama islemi sonrasi ikincil antikorla 1 saat oda sicakliginda muamele edilir.

ikincil antikoru iceren ¢ozeltisi toplanir, membran 5’er dakikadan 5 kez yikama tamponu ile
yikanir.

Belirleme asamasina gegilir ve goriintiileme cihazinda gorinti ahinir.
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