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OZET

Non viral gen tedavileri ve infeksiy6z hastaliklara yonelik DNA asilar1 gibi molekiiler tedavi
yontemlerinin son yillarda gelisimi ¢cok miktarda ve yiiksek saflikta plazmid DNA {iretimi
thtiyacimi  arttirmistir.  Plazmid DNA  saflastirilmas1 i¢in standart molekiiler biyoloji
protokolleri mevcuttur ancak bu protokollerde kullanilan ¢ozeltiler uygun degildir. Tedavi
amacli iirlinlerde kullanilacak protokollerde kullanilan ¢ozeltilerin toksik olmamasi ve fazla
miktarda tiretim i¢in uygun olmalar1 gerekmektedir.

Bu tez calismasinda plazmid DNA’sinin polimerik maddelerin kullanimi ile saflastirilmast
amaglandi. Birinci yontemde N,N’,N’- Polioksietilen (10)-N tallow- 1,3-di amin propan
(Peg-10 tallow) katyonik yiizey aktif madde kullanilarak plazmid DNA’nin ¢oktiiriilerek
saflagtirildi. Peg-10 tallow bilesiginin yapisal analizi, elementel analizi, FT-IR, UV-VIS,
NMR ('H, °C) alinarak yapildi. pDNA’nin peg-10 tallow yiizey aktif maddesi ile ¢oktiirme
isleminin calisma kosullarin iletkenlik degerleri belirlendi. Gelistirilen Alkali liziz metodu
ile plazmid DNA ve RNA’dan olusan lizat 6rnegi elde edildi. Bu asamada Peg-10 tallow
ylzey aktif maddesi ile plazmid DNA’nin lizat 6rne§inden ¢oktiiriilerek saflastirilmasina
farklr asid (HCl), farkli tuz (NaCl) ve farkli lizat konsantrasyonlarinin etkisi incelendi. DNA
saflig1 %1’lik agaroz jel elektroforeziyle kontrol edildi.

Ikinci yontem olarak biyomolekiillerin ve partikiillerin ayrilmasinda kullanilan “Aqueous
Two Phase” (ATPS) iki fazli ayirma sistemi kullanildi. PEG 600 ile Amonyum Siilfat
tuzunun sulu ortamda karisitmindan olusan ATPS sisteminin bilesimi %35 PEG 600 ve %6
(NH4),SO4’dir. Gelistirilen alkali liziz iglemi ile plazmid DNA ve RNA’dan olusan lizat
ornegi elde edildi. %35 PEG 600 ve %6 (NH4)2,SO4  bilesimli ATPS sisteme %100(v/v)
oraninda lizat 6rnegi uygulandi. Ayirma isleminin daha iyi olmasi i¢in lizat 6rnegi ATPS
sisteme uygulandiktan sonra isopropanol ¢oktiiriilmesi islemi ile integre edildi. p(DNA)
safligr %1°lik agaroz jel elektroforeziyle kontrol edildi.

Sonug olarak PEG 600 ile yapilan saflagtirmanin daha basarili oldugu saptanda.

Anahtar Kelimeler: Gen Tedavisi,DNA Asilar,p(DNA) Saflastirma,Peg-10 tallow,PEG 600
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ABSTRACT

The development of molecular therapies such as non-viral gene therapy and DNA vaccination
for infectious diseases have increased the need for high quantities of highly purified plazmid
DNA (pDNA). Although standard molecular biology protocols are available ,these are not
suitable. In addition they frequently use toxic reagents that should not be used in the
purification of therapeutic products.

In this study, the polymer compounds were used to develop purification methods for pDNA.
In the first method N,N’,N’- Polyoksietylen (10)-N tallow- 1,3-di amine propane ( Peg-10
tallow) surfactant was used as a precipitation agent . Stuctural analysis of Peg-10 tallow was
determined by Elementar analysis, FT-IR, UV-VIS, NMR (lH, Be ).The conductivity of
conditions of precipitation method was determined. A modified alkaline lysis method was
used for cell lysis to obtain pPDNA and RNA solution. Precipitaion of the pPDNA by Peg-10
tallow cationic surfactant was determinated in different acid, different salt and different lysate
concentrations. The results were realized by 1% agarose gel analysis.

Aqueous two phase systems (ATPS) is used as a system for seperation of biomolecules and
particles. In the second method was presented partitioning of the plasmid DNA in polyetylene
glycol(PEG) / salt (NH4),SO4 aqueous two phase systems (ATPS). %35 PEG 600 - %6
(NH4)2SO4 ATPS system was selected .A modified alkaline lysis method was used for cell
lysis to obtain pDNA and RNA solution.100% mass of lysate was loaded to the system. In
addition the bottom phase of ATPS systems was integrated with isopropanol precipitation
step. The results were realized by %1 agarose gel analysis.

Finally PEG 600 system provides plazmid purification better than peg-10 tallow precipitation
system.

Key Words:Gene Therapy, DNA Vaccination, p(DNA) purification, Peg-10 tallow, PEG 600
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1. GIRIS

Gen terapisi, genetik defektlerin olusumunun yol ag¢tig1 hastaliklarin tedavi edilmesinde yeni

ve umut verici bir yaklagimdir. ( Prazeres D.M.F.2006, Sharon Y.W.2007)

Klinikte kullanilan ilaglarin ¢ogu gen diizeyinde kontrol saglamaktadir. Aspirin ve benzeri
non steroidal antiinflamatuar ilaglar Cox-1 ve Cox-2 genlerini inhibe etmekte ve Cox-2
inhibisyonu ile tiimor poliferasyonu, anjiyogenez baskilanmaktadir. Bu 6zelliginden dolay1
aspirin, kolon kanseri kemoprevansiyonunda kullanilmaktadir. Kolesterol sentezinde ve Ras
onkogeni sinyal iletiminde rol oynayan farnezil transferaz enzimini inhibe eden ilaglar 16semi

ve akciger kanserlerinin tedavisinde 6nem kazanmustir. ( Kars A. ,2004)

Son 25 yilda ozellikle molekiiler biyolojide rekombinant DNA tekniklerinde kaydedilen
gelismeler, gen tedavisini kuramsal bir kavram olmaktan c¢kartmig ve gen diizeyinde

kontroliin saglanmasi i¢in uygulanabilir bir yontem haline getirmistir. (Kars A., 2004)

Gen tedavisi kistik fibrozis, fanconi anemisi gibi tek gen defektinin s6z konusu oldugu
kalitsal hastaliklarda yogun arastirma konusudur. Bu c¢alismalarin timii faz 1 g¢alisma
niteligindedir. 11k faz 1 gen tedavisi klinik deneyi 1990’da adenozin deaminaz (ADA) enzim
eksikligi olan bir kiz ¢ocuguna uygulanmistir. Bu hastalik ¢ok kot gidisli ve tedavisi
olmayan bir hastalik olmas1 gibi nedenlerden secilmistir. Kalitsal genetik hastaliklarin tedavisi
amaciyla 1989-1994 yillar1 arasinda 100 adet gen tedavisi protokolii onay almistir. Bunlarin
hepsi faz 1 calisma niteliginde olup, terapétik etkinlikten ¢ok kullanilan yontemlerin
toksiditesini belirlemeye yoneliktir. Bu ¢alismalarda tedavi edilen baslica genetik hastaliklar ;
ADA eksikligi, kistik fibrozis, hemofili B, alfa-1, antitripsin eksikligi, fanconi anemisi,
Gaucher hastaligi, Hunter sendromu ve LDL-reseptor eksikligi olan ailesel
hiperkolesterolemidir. Gen tedavisi kalitsal hastaliklar disinda kardiyomiyopatiler, ndrolojik
hastaliklar kanser ve AIDS’de uygulanmaktadir. Cok sayida gen degisikliginin birikimiyle
ortaya ¢ikan kanser hastaliklarinda kanserli hiicrelerde mevcut genetik bozuklugu tiimiiyle
diizeltmek ve organizmada bulunan tiim kanser hiicrelerini hedeflemek var olan teknoloji ile

simdilik olanaksiz gibidir. (Kars A.,2004)

Gen terapisi, terapotik amagli genetik olarak modifikasyonunun saglanmasi ig¢in niikleik
asidlerin insan hiicrelerine verilmesi olarak da tanimlanabilir.Viral ve viral olmayan vektorler
niikleik asidlerin hedeflenen hiicreye sunulmasinda kullanilir. (Galaev ve ark., 2006,

Urthaler.J, 2007) Buna karsilik viral vektorler toksik olmalar1 ve immunojen 6zelliklerinden



dolay1 giivenirliligi daha az ve kullanimda problem olusturan tasiyici sistemlerdir. Viral
olmayan vektorler ise giivenli olup ¢ok sayida alternatifleri gelistirilebilmektedir. Viral
olmayan vektorlerin diger bir avantaji da maliyetlerinin diisiik olmasidir. (Galaev ve ark.

2006, Hongtao L.2006 )

Viral olmayan vektorler plazmid DNA ve plazmid DNA’nin lipozom ve polimerlerle v.b.
olusturdugu kompleks bilesiklere dayanir. Hedef hiicrelere transfeksiyon islemi sirasinda viral
olmayan vektorler viral vektorlere oranla daha az etkilidir. Plazmid DNA aynm1 zamanda
infeksiyoz hastaliklar’a yonelik DNA asilarinin iiretiminde immun yanitin uyarilmasinda ve
arttirilmasinda da kullanilmaktadir. ( Donnelly ve ark. 1997, Gurunathan ve ark.2000, Tighe
ve ark.1998 )

DNA asilar1 ¢ok miktarda ilgili gen DNA’sin1 tagiyan plazmid DNA iiretimini gerektirir. Bu

asilar cesitli prosediirlerle in vivo ortamlara sunulurlar;
(1) Direkt ¢ciplak DNA enjeksiyonu seklinde ,

(2) Hedef dokuya veya hiicreye ulasimini saglayan lipozom veya diger bilesiklerle kompleks

haline getirilerek,

(3) DNA’ni altin pargaciklarina adsorbe edildigi ve direkt olarak hiicre i¢ine yiiksek hizla

bombardiman edilerek sunuldugu “gen tabancasi” yontemi ile.

Plazmid DNA iiretimi ve saflastirilmasi islemi normal olarak alkali lizis prosediirii ile baslar.
Alkali lizis metodu bakteri kiiltiirtinden etkili olarak hiicre duvarlari, organeller, proteinler ve
genomik DNA’y1 uzaklastirmay: saglar. Geriye kalan RNA, plazmid DNA ve az miktarda
proteinlerdir.(Galaev ve ark., 2006)

Bakteri hiicre kiiltiiriinden yiiksek verimde ve yiiksek miktarda plazmid DNA
saflagtirlmasinda kullanilan ¢esitli krmotografik ve kromotografik olmayan yontemler
mevcuttur. (Ferreira ve ark, 2000) Plazmid DNA saflastirilmasinda kullanilan baglica
kromotografik teknikler; Anyon Degistirici Kromotografisi ( Hines ve ark. 1992, Prazeres ve
ark. 1998 ), Molekiiler Elek Kromotografisi (Ferreira ve ark 1997, Horn ve ark.1995)
Hidrofobik Etkilesim Kromotografisi (Diogo ve ark 2000, 2001 ) ve Tripleks Heliks Afinite
Kromotografisi’dir. (Schluep ve Cooney 1998; Wils ve ark. 1997)

Plazmid DNA saflastirilmasinda kullanilan kromotografik olmayan ydntemler ise Aqueous

Two Phase Siste



mler (ATPS) (Cole 1991, Marcos ve ark. 2005, Ribeiro ve ark. 2002) Ultrafiltrasyon yontemi
(Kahn ve ark. 2000), Polietilen glikol / tuz karisimi ile plazmid DNA’sinin ¢oktiiriilmesi,
sadece poli(etilen) glikol kullanarak plazmid DNA’y1 ¢oktiirme’dir. Polimerler kullanilarak
yapilan ¢Oktlirme islemleri sonunda konsantre edilmis plazmid DNA c¢ozeltisini daha da
saflastirmak i¢in alkol ile ¢oktiirme, cesitli tuzlar 6rnegin; Amonyum siilfat (Diogo ve ark.
2000), Amonyum asetat (Ferreira ve ark.1999), ve Lityum Kloriir (Chakrabarti ve ark. 1992)

ile ¢oktiirme yapilarak plazmid DNA ’nin saflastirilmasi i¢in yontemler gelistirilmistir.

Bu c¢aligmada gen tedavisinde ve plazmid esasl asilarin gelistirilmesinde kullanilmak tizere

plazmid DNA’nin iki ayr1 yontem ile saflastirilmasi amaglandi.



2. TEORIK KISIM

2.1 Gen Klonlamasi

Biyolojik bir {iriinlin veya proteinin sentezini kodlayan genin ait oldugu hiicre (prokaryotik
veya Okaryotik) genomundan (veya kromozomundan) restriksiyon endonukleaz enzimleri ile
kesilerek c¢ikarilmasi, bunun bir tasiyici (vektdor) DNA'st ile birlestirilerek alici bir hiicreye
(prokaryotik veya Okaryotik) transfer edilmesi, ve bu alic1 hiicrede genin ekspresyonunun

saglanmasina “gen klonlanmas1™ denir

Klonlanacak geni iceren DNA fragmenti, vektdr adi verilen dairesel DNA molekiiliine
yerlestirilir. Boylece rekombinant DNA molekiilii veya “chimaera” iiretilir. Vektor, iletme
aract olarak geni konakg1 hiicreye transport etmekte kullanilir. Genellikle bakteriler bu amagla
kullanilmakla birlikte bu amagcla kullanilan baska canli hiicrelerde mevcuttur. Konakg1 hiicre
icinde vektor ¢ogalir. Vektor ¢ogalirken, vektore ilave edilmis ilgili geninde kopya sayisi
artar. Konaker1 hiicre boliindiiglinde rekombinant DNA molekiiliiniin kopyalar1 yavru hiicreye
gecer ve vektor replikasyonu bu hiicrelerde devam eder. Cok sayida hiicre boliinmesinden
sonra, benzer konak¢1 hiicrelerinden bir koloni veya bir klon firetilir. Klondaki herbir hiicre
rekombinant DNA molekiiliinden bir veya daha fazla kopyalar igerir. Boylece rekombinant
molekiil tarafindan taginan gen klonlanmis olur. ( Brown.T.A, 1989 ) Klonlama iglemi sekil

2.1°de sematik olarak gosterilmistir.

Gen klonlamasinda 6nemli asamalar sunlardir ; (Arda .M, 1995)

1) Gen tastyan DNA'nin (veya RNA) saf olarak elde edilmesi,

2) Genin yerinin belirlenmesi,

3) Genin ¢ikarilmasi,

4) Tasyict (vektor) DNA'nin elde edilmesi,

5) Gen DNA'sinin vektér DNA's1 ile birlestirilmesi,

6) Olusan rekombinant vektor DNA'nin alict hiicreye aktarilmasi,
7) Seleksiyon,

8) Gen tiriiniiniin kontrol edilmesi .
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2.1.1 Klonlama Vektorleri

Gen klonlamada en 6nemli bilesen klonlama vektoriidiir. Klonlama vektorii se¢ilmis DNA
fragmentinin konak¢i hiicreye transportundan ve replikasyonundan sorumlu bir DNA

molekiiliidiir. Iyi bir klonlama vektorii;
e kiiciik olmalidir (ideali 10 kilobazdan kiigiik olmasidir),
e kopya sayis1 yiiksek olmalidir,
e konakgei hiicrede dayanikli olmalidir
e tasidig1 genin ekspresyonunu yiiksek diizeyde yapabilmelidir.

Vektorler amaca uygun ve bilingli olarak secilmelidirler. Ozellikle resktriksiyon haritalarmin,
baz siralariin, gen islevlerinin, hiicre i¢i replikasyon basamaklarinin, 6zgiin isaret genlerinin

cok 1yi bilinmesi ve taninmasi klonlamanin basarili olmasi i¢in oldukc¢a dnemlidir.

Klonlayict vektorler olarak plazmidler, bakteriyofajlar, viral vektorler, Maya Yapay
Kromozomu (YAC), Bakteriyel yapay kromozomlar (BAC) gibi c¢esitli vektorler
kullanilmaktadir. Ik Escherichia coli (E.coli) vektdrleri ekstrakromozomal halkasal
plazmidlerdir ve birgok bakteriyofaj da E.coli’de kullanilmistir. Klonlama vektorii olarak
kullanilan bakteriyofajlar, genellikle bakterilerde tireyen litik bakteri viriisleridirler. Fajlar
arasinda vektor amaciyla en yaygin olarak kullanilanlar E.coli’ye ait A, M13, fajmid ve
kozmidlerdir. Faj A plazmit vektorlerden daha biiylik fragmentleri klonlamak igin
kullanilabilir ve Faj M13 tek-iplikli formda DNA’nin klonlanmasinda kullanilmaktadir.
Plazmitlerin ve bakteriyofajlarin 6zellikleri kullanilarak, kozmidler olarak bilinen plazmit-
bakteriyofaj A hibridleri gibi bir cok 6zellesmis vektdrlerin miithendisligi yapilmistir. Insanlar
ve diger tlirlerden kaynakli ¢ok biiyiik genomik fragmentler, bakteriyel yapay kromozomlari
(BAC’lar) olarak E.coli’de ve maya yapay kromozomlar1 (YAC’lar) olarak Saccharomyces
cerevisiae’de klonlanmustir. (Konuk.M., 2004)

Plazmidler, 6zellikle molekiiler agirliklarinin kiigiik olmalarindan ve hiicrelerde bagimsiz
olarak cogalmalarindan dolay1 yabanci genlerin ifadesinde iyi sonuglar verirler. Bunlar,

molekiiler tekniklerin uygulanmasiyla amaca uygun olarak gelistirilip kullanilmaktadirlar.

Asagida ¢izelge 2.1°de Gen klonlamasinda kullanilan cesitli vektorler ve ozellikleri yer

almaktadir.



Cizelge 2.1 Kullanilan klonlama vektorleri, (Casali N., Preston A. , 2003)

Plazmid

Ozellikler

Ticari Ureticiler

PUCIS8,PUCI9

pBluescript vektor

PACYC vektor

Supercos

EMBL3

A ZAP

pBeloBAC11

Kiigiik boyutlu(2.7kb)
Yiiksek kopya sayilt
Coklu klonlama uclu

Ampisilin direng markerl

pUC
Tek yonlii replikasyon orjini

MCS’de bulunan T7veSP6
promotorler

Diisiik kopya sayili (hiicre bagina
15 kopya)

p15A replikasyon orjini
Kozmid vektor,

iki cos uglu,

Ampiciline diren¢ markerl

Klonlama ucu bulunan T7 ve T3
promotdrleri

A yerdegistirme vektorii
MCS ucu : Sall,BamHI ve EcoRI
A vektor

Klonlama kapasitesi 10 kb

BAC vektor

Mavi / Beyaz se¢imliAkterma ucu
iceren T7 ve Sp6 promotorler

Cos u¢lu

LoxP u¢lu

NEB

Stratagene

NEB

Stratagene

Promega

Stratagene

NEB

*MCS : Coklu klonlama kismi



2.1.2 Klonlama Vektorleri Olarak Plazmidler

Plazmidler, bakteri sitoplazmasinda genom DNA’sindan bagimsiz replikasyon yapabilen, ¢ift
zincirli genellikle halkasal (ender olarak dogrusal) olan, icinde bulunduklar1 bakterilere bazi
ozellikler kazandiran DNA molekiilleridir. ( Bilgehan .E,1999). Bir veya birden fazla genler
icerirler, bu genler konake¢i hiicreler icin faydali karakteristik Ozelliklere sahiptirler.
Bakterilerin kloramfenikol veya ampisilin antibiyotiklerinin toksik konsantrasyonlarinda canli
kalabilme yetenegi plazmidde bulunan antibiyotik diren¢ genlerini tasimasindan ileri gelir.
Biitiin plazmidler replikasyon orjini gibi davranan en azindan bir DNA sekansina sahiptir, ve
plazmidler bakteri hiicresinin esas kromozomunda bagimsiz olarak cogalma yetenegine
sahiptir. Kiiciik plazmidler c¢ogalmak icin bulunduklar1 konak¢i hiicrenin kendi DNA
replikasyon enzimlerini kullanirlar, biiyiik olan plazmidler replikasyon i¢in spesifik olan 6zel
enzimleri kodlayan genler tasirlar. Replikasyonlarini bakteriyel kromozoma entegre olarak

gerceklestiren plazmidlere episomlar veya integratif plazmidler denir.

Plazmidler, sitoplazmada genom DNA’sindan bagimsiz replikasyon yapabilen , ¢ift zincirli
genellikle halkasal (ender olarak dogrusal) olan DNA molekiiliidiir. Molekiil agirliklarinin

1.5-5.0 x 10° dalton arasinda degistigi bilinmektedir. 3-100 gen tasiyabilen plazmidler

bakterilerin yanisira maya ve diger mantarlarda da bulunmaktadir.

Plazmidin biyiikligi ve kopya sayis1 6zellikleri klonlama’da 6nemlidir. Klonlama vektorii
olarak kullanilacak vektorlerin biiytikliigiiniin 10 kb (kilobaz)’dan daha az olmasi istenir.
Biiytiik boyutlara sahip plazmidler sartlar saglandik¢a klonlama islemine adapte edilebilirler.
Plazmidin kopya sayis1 bir bakteride bulunan plazmidin molekiil sayisidir. Her bir plazmid
icin karakteristik kopya sayis1 1 olabilecegi gibi ( 6zellikle biiylik molekiiller i¢in) 50 veya
daha fazla olabilmektedir. Genellikle klonlama vektorii olarak kullanilirken klonlama
sayisinin ¢ok sayida rekombinant DNA molekiillerinin elde edilebilmesi i¢in multiple olmasi

gerekir ( Brown.T.A, 1989 ) .

Plazmidler hidrofilik molekiillerdir ve her bir niikleotidin fosfat grubu nedeniyle, oldukga
yiiksek negatif ylizey yiikiine sahiptirler. Bu molekiiller siiper sarmal, agik, dairesel ve
dogrusal formlarinda bulunabilir ve zeta potansiyel degerleri -30mV ile -70mV arasinda
degisir (K.D.Barut, 2001).

Plazmidler, viicutta parcalanirlar; bu da gen ekspresyon siiresinin sinirlt olmasina neden olur.

Uygulanan dozda in vivo olarak plazmidin konak¢i kromozomlara integre oldugunu



gosteren bir kanit bulunamamaktadir. Bu nedenle mutagenez ve onkogeneze neden olmazlar

(K.D.Barut, 2001).
Plazmidlerin ;
e ¢ok sayida, kolay ve ucuz elde edilmeleri,
e cift iplik¢ikli, sarmal ve sirkiiler bir yapiya sahip olmalari,

e yapilarinda seleksiyonda nemli fonksiyonu olan bazi spesifik markerlerin (amp~, tel®,

kan® v.s.) bulunmas,
e Dbelli uzunlukta yabanci genleri kabul etmeleri, infeksiy6z olmamalari,

e restriksiyon endoniikleaz i¢in bazilarinda bir tek kesim yerinin bulunmasi,

replikasyon orjinine sahip olmalari,

hiicre i¢inde bagimsiz olarak replikasyon 6zelligi tagimast, vs.

gibi Ozelliklere sahip olmasi vektor olarak kullanilmalarin baslica nedenleri arasindadir.
Dogal olarak bulunan plazmidlerden gen aktariminda yararlanilmakla birlikte in vitro
kosullarda amaca gore hazirlanan suni plazmidler de tercih edilmektedirler
(Brown,T.A.,1989). Cizelge 2.2’de kullanilan  bazi dogal plazmidler, biiyiikliikleri
bulunduklar1 konakgilar ve ilgili diger 6zellikleri hakkinda bilgi verilmektedir.



Cizelge 2.2 Dogal plazmidler ve ilgili 6zellikleri (Casali N., Preston A. , 2003)

Plazmid Konakg1 Plazmid Tigili Ozellikler
biiyiikliigii (kbp)

PT181 Staphylococcus aureus 44 Tetrasiklin direngli

pRN1 Sulfolobus islandicus® 5.4 -

2u Saccharomy cescerevisiae® 6.3 -

ColE1 Eschericia coli 6.6 Colin  dretimi ve
immiinite

pMB1 Escherichia coli 8.5 EcoRI  restriksiyon-
modifikasyon sistemi

pGKL2 Kluyveromyces lactis” 13.5 Plazmid 6ldiiriicii

pPAMp1 Enterococcus faecalis 26 Eritromisin direncli

pSK41 Staphylococcus aureus 46.4 Multi ilag direngli

pBM4000 Bacillus megaterium 53.0 rRNA operon

pl258 Staphylococcus aureus 28.0 Metal iyon direnci

pADP-1 Pseudomonas sp. 108.8 Atrazin katabolizmasi

pWWO Pseudomonas putida 117.0 Aromatik
hidrokarbon
parcalama

pBtoxis Bacillus thuringiensis 137.0 Sineklarva toksiditesi

ssp.israelensis
pXO01 Bacillus anthracis 181.7 Ekzotoksin tiretimi
pSOL1 Clostridium acetobutylicum 192.0 Solvent tiretimi

a . .
Arkeo bakterileri “archaea”

b Eukaryot (maya)

10



2.1.2.1 Plazmid’te Secici Markerlar

Hemen tiim plazmidlerde antibiyotik direng genleri segici markerlar olarak kullanilir.
Kiiltiiriin biiylidiigli ortama uygun antibiyotigin ilavesi ile plazmid icermeyen hiicreler oliir ve
plazmid igeren hiicrelerden olusan bir kiiltiir iretilmis olur. Rekombinant klonlarin antibiyotik
direng profilleri klona ilave edilecek DNA fragmentinin se¢iminde 6nemlidir. Klonlanmis
DNA fragmentinin sekansinda mutasyon antibiyotik se¢iminde marker gorevi goriir.
Mutasyon, antibiyotige diren¢te degisime neden olur. E.coli’nin bazi klonlama tiirleri kalitsal
olarak bazi antibiyotiklere direnc¢lidir. Boyle durumlarda antibiyotik plazmidi tasiyan
hiicrenin se¢imi i¢in kullanilmaz. Bazi plazmid vektorleri iki antibiyotige karsi direng

gosterebilir. ( Brown.T.A, 1989 )

E.colide en ¢ok bilinen vektorler; ampisilin, kanamisin, tetrasiklin ve kloranfenikol’e
direncli antibiyotik genleri tasiyan vektdrlerdir. Infeksiyoz hastaliklarin tedavisine yonelik
DNA asilarinda kullanilmak tizere gelistirilen plazmid vektorlerinde kanamisin’e direncli

antibiyotik genleri tagiyan vektorler gelistirilmistir.

2.1.2.2 Kanamisin

Antibiyotiklerin aminoglikozid ailesinin bir {iyesi olan kanamycine ilk kez 1957’de
Japonya’da kanamisinin A,B ve C formlarim1 sentezleyen “Streptomyces kanayceticus” dan
izole edilmistir. Sekil 2.2°de Kanamisin A,B,C formlarmin yapis1 goriilmektedir. Kanamisin
A aktivitiesi bakterilerin bir ¢ok tiirline kars1 genis spektrumlu olup, son yillarda Gram-negatif
basilli bakterilerinin neden oldugu tehlikeli infeksiydz hastaliklarin tedavisinde kullanilan

temel antibiyotiktir.

Kanamisinlerin etkisi; Gram-negative bakterilerinin hiicre dist membran porlarindan
membran potansiyelinden yararlanarak enerji bagimli prosesle sitoplazmik membrana geger.
Bu antibiyotikler sitoplazmada en az ii¢ ribozomal protein ve ribozomal RNA’nin 30S
subiinitesi ile etkilesim gostererek, baslangic kompleksinin  zincir uzatma kompleksine

gecisini dnleyerek protein sentezini engellemektedir.(Sambrook, 2001)

Kanamicin’e karst direng (rezistans) bakterilerde bulunan aminofosfotransferaz (APHs)
enzimleri ile gerceklesir. APHs ‘larin 7 temel gruplar1 arasinda kanamisine karsi direncin
olusumu icin secici marker olarak en yaygin kullanilanlar;; Tn 903 transpozondan izole
edilen Aph (3’)-I ve Tn,5’den izole edilen Aph(3°)-II vektorleri ile kodlanirlar. Bu vektorler
kanamisin inaktivasyonun gerceklesmesi icin ATP’den bir fosfat1 (y-fosfat) pseudosakkarid’in
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3’ pozisyonundaki hidroksil grubuna transfer ederek gerceklestirirler.(Casali N., Preston A.,
2003)

[*]
Ho X *
HO N &
I
b
(o]
HO NH2
s}
C o M \CH20H
THO oH
HaM
. . _x Y
EANAMISINLER A NHz OH
B NHz NHy
C OH NHz

Sekil 2.2. Kanamisin A,B,C’nin yapisi

2.1.3 Konake Hiicre E.coli

Konakgilar vektor ve vektoriin tagidigi genin c¢ogaltilmasinda kullanilan hiicrelerdir.
Klonlama icin siklikla kullanilan konakgilar, Escherichia coli, Bacillus subtilis, Bacillus
stearothermophilus, Steptomyces turleri gibi bakteri hiicreleri Saccharomyces cerevisiae gibi

maya hiicreleri ve Cin hamster yumurta hiicreleri gibi memeli hiicrelerdir.
Ideal bir konaker hiicre:

1) Hizh iireyebilmeli,

2) Ucuz bir kiiltiir ortaminda uygun tireme gosterebilmeli,

3) Zararli ve patojenik olmamali,

4) DNA ile transforme olabilmeli,

5) Kiiltiir ortaminda dayanikli kalabilmelidir.

DNA teknolojisinde kullanilan E.coli konakei tiirleri E.coli K 12°nin genetik varyantlaridir.
Prokaryotik genlerin ekspresyonu daha ekonomik ve basittir. Daha ¢abuk sonug alinir ve daha
¢ok protein elde edilir. Okaryotik genlerin ekspresyonu igin ise daha giiglii konakgi
secenekleri olmalidir . (K.D.Barut, 2001)

12



E.coli, pediyatrist ve bakteriyolog olan Theodore Escherich tarafindan bebek diskilarinda
kesfedilmistir. E.coli, kimyasal besi ortaminda hizli biiyliyebilme 6zelliginden dolayr model
sistem olarak secilmis bir mikroorganizmadir. Zenginlestirilmis besi ortaminda logaritmik
bliylime fazinda her 20-30 dakikada iki kat biiylime 6zelligi gosterir. Rekombinant DNA

deneylerinde kullanilmak {izere izole edilen suslarin tiimii E.coli K-12 susundan tiiretilmistir.

E.coli, normal bagirsak florasina aittir, biyolojik siiflandirmada da bagirsaklarda yasayan
bakterilerden olusan enterik bakteriler ailesinde yer alir. Bakteri ¢ubuk seklinde olup, 4.6 Mb
(mega baz) sirkiiler genomuna sahiptir, boyutlar1 1-2 um uzulugunda ve 0.1-0.5 pm

capindadir. Asagida ki Sekil 2.3’te E.coli bakteri hiicrelerinin ¢ubuksu yapist goriilmektedir.

Sekil.2.3 E.coli hiicrelerinin goriiniimii

E.coli gram-negatif bir bakteri oldugundan endospor olusturmaz, pastorizasyon veya
kaynatma ile 6liir. Memeli hayvanlarin bagirsaklarinda biliyiimeye adapte olmus oldugu i¢in
en iyi viicut sicakliginda ¢ogalir. Molekiiler biyolojisi ve genetigi iyi bilinen bir bakteri
oldugu i¢in klonlama vektorii olarak ¢ok sik kullanilmaktadir. E.coli’de gen klonlanmasinda,
gen ekspresyonu sirasinda ortaya ¢ikabilen, protein {irliniiniin kontaminasyonun azligi,
dayaniksizligi, konformasyon bozuklugu gibi sorunlar mevcut degildir. (K.D.Barut, 2001,

Casali N., Preston A. , 2003 )

E.coli’ye ait alem, takim, siif, sube, familya, cins, tiirden olusan bilimsel siniflandirilmasi

cizelge 2.3’de gosterilmistir.
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Cizelge2.3 E.coli’nin bilimsel siniflandirilmasi

Alem
Sube
Sinif
Takim
Familya
Cins
Tur

Binominal adi

Eubacteria
Proteobacteria

Gamma Proteobacteria
Enterobacteriales
Enterobacteriaceae
Escherichia

E.coli

“Escherichia coli”

T.Escherich,1885

Gen Klonlamasi ile vektor ¢cogaltma yonteminde konakg1 olarak kullanilan gesitli E.coli
suslar1 mevcutur. Bilinen E.coli konak¢1 suslar1 ;DH10B, DH5a, DM1, JM109, JS5, LE392,
STBLA4, Gene Hogs ‘dir. Herbir susun genotipi birbirinden farkli olup herbiri E.coli K 12’nin
genetik varyantlaridir. E.coli DHS5a konakg¢isinin genotipi; deoR endAl gyrA96 hsdR17
A(lac)U169recAl relAl supE44 thi-1 (®80lacZAM1Y) ifade edilir. Asagida cizelge 2.4’te

E.coli DH5a konakgisinin genotipinde yer alan kisaltmalarin &zellikleri ve tarifleri

gosterilmistir.
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Cizelge 2.4 E.coli DHS a konakgisinin bazi genotip 06zellikleri ve tarifleri (Casali N., Preston

A.,2003)

Kisaltmalar

Tarif

Ozellik

deoR

endAl

gyrA96

hsdR

recA

thi

0 80

lacZAM15

lacZ

Regiilaor gen mutasyonuna neden
olarak deoksiriboz sentezi ile ilgili

genin siirekli ekspresyonuna izin verir.

Spesifik olmayan endoniikleaz I’in
aktivitesinin kaybolmasi

DNA giraz mutasyonu

Eco endoniikleaz aktivitesini inaktive
eder.

Homolog rekombinasyon kaybolmasi

Tiamin biyosentezinin mutasyonu

@ 80 Profazni tasir.

B-galaktozidaz geninin kismi
delesyonu

B-galaktozidaz aktivitesinin
kaybolmasi
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Biiylik plazmidlerin replikasyonuna
izin verir.

izole edilmis plazmid DNA’nin
verimin ve kalitesini gelistirir.

Nalidixic aside direng olusturur.

Aktarimi yapilan DNA’nin
stabilitesini arttirarak konak¢t DNA
ile rekombinasyonunu 6nler.

Tiamin minimal ortamda biiyiime igin

gereklidir.

Genellikle lac ZAM15 eksprese eder.

Laktoz kullanimini bloke eder.



2.1.4 Klonlamada Kullanilan Enzimler

2.1.4.1 Restriksiyon Enzimler

DNA fragmentlerinin enzimatik kesiminde kullanilan enzimler kisitlayici endoniikleazlar
“restriksiyon endonkleazlar1 (RE) ‘dir. Cif iplikli sarmal DNA ‘da 6zel niikleotid dizilerini

tantyan ve DNA’nin her iki ipligini kesen enzimlerdir.

Bakterilerde bulunan bu enzimler DNA’da 6zgiin kisa dizileri tanir ve kesme iglemini, enzime
gore degismek iizere tammma yerinde veya bu yerin disinda bagka ozel bir dizide
gerceklestirirler. Kesim sonucunda kiit veya yapiskan uglu DNA fragmentleri olustururlar. (G.

Temizkan, 2004)

Kisitlayic1 enzimlerin adlandirilmasi ilk ti¢ harf cinsin ilk harfi (E) ile tiiriin ilk iki harfinden
(co) olusmaktadir. Bunu soya ait bir isimlendirme (R) ve kesfedilis sirasini gosteren bir

Roma rakamu (I) izleyebilir (6rn. EcoRI, Eco RII gibi) ( J.D. Watson, 1992 )

Bazi kisitlayict endoniikleazlar, kaynaklar1 ve tanmima kesme bolgeleri ¢izelge.2.5’te yer

almaktadir. (J.D. Watson,1992 )

Cizelge 2.5 Baz1 kisitlayici enzimleri ve spesifik tanima — kesme bolgeleri

Mikroorganizma (Kaynak) Enzim Tanima — Kesme Bolgesi
Haemophilus aegytius Haelll 3G CCL3°
AN SN
Thermus aquaticus Taql SO FALE
3LAGOT. 5
Escherichia coli EcoRV 3. 'Z‘TAEJ;"-T .3
TLCTATAG 5

Mboll 5 A AGA (.3
FLCTTCT (Mu|.5°

Moraxella bovis

L

Desulfovibrio desulfuricans Ddel

LETHAG.Z
ILFAMTC T
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Haemophilus haemolyticus Hhal 5..GCGC..%>

3..CGCG..5
Providencia stuarti Pstl SLCTGCAG .3
TLBALGTO. S
Microcoleus Mstl| SO THAGG. 3"

FLGEGEANT|ICC .57

Nocardia otitidis-caviarum Notl SLGHEGCCGE. 5
FLOGCCEECE..5

2.1.4.2 DNA Ligazlar

Ligazlar hiicre i¢inde ¢ift zincirli DNA molekiillerin tek zincirlerinde meydana gelen kesikleri
3’- hidroksil ve 5°- fosfat uglar1 arasinda kovalent fosfodiester baglarimin olusumunu

katalizleyerek tamir eden enzimlerdir.

Ligaz enzimleri ile kor ve yapigkan uglu ¢ift zincirli DNA fragmentleri birlestirilir, iki
niikleotid arasinda fosfodiester bagmin eksikligine bagli olan kesikler tamir edilir veya bir

DNA molekiilii halkasal hale getirilir. (Brown.T.A, 1989)

E.coli DNA ligaz, T4 DNA ligaz, Tth DNA ligaz, Pfu RNA ligaz ve T4 RNA ligaz olmak

iizere 5 tip ligaz vardir.
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2.2 Gen Aktarimi

Hiicrelere gen aktarimi prokaryotik ve Okaryotik hiicrelerde farkli mekanizmalarla

gerceklesmektedir.

Prokaryotik hiicrelerde gen aktarimi DNA pargasi alict hiicreye transformasyon,
transdiiksiyon ve konjugasyon olmak tizere 3 farkli yolla girebilir. Transformasyonda DNA
molekiilii genel olarak hiicrelere kalsiyum kloriir ¢ozeltisi ile serbest DNA’y1 igeri alma

yetenegi kazandirilarak veya elektroporasyon ile sokulabilir. (Temizkan G.,1999)

Transdiiksiyonda DNA bir bakteri hiicresinden digerine bakteriyel bir viriis (faj) araciligi ile
aktarilirken, konjugasyonda ise DNA bir bakteri hiicresinden digerine dogrudan temas ile

aktarilir.

Okaryotik hiicrelerde gen aktarimina transfeksiyon denir. Klonlanan &karyotik DNA’lari
memeli hiicre kiiltiirlerinde hiicrelere aktarmak icin pek ¢ok yontem vardir. Bunlar; kalsiyum
fosfat, DEAE(dietil aminoetil) dekstran, polibrene/dimetilsiilfoksit, protoplast fiizyonu,
elektroporasyon, cekirdege dogrudan enjeksiyon ile transfeksiyon yontemleri veya viral ve

viral olmayan tasiyicilar ile gen aktarimidir. (Sambrook J.R, 1989)

2.3 Gen Tedavisi

Gen tedavisi, genetik defektlerin diizeltilmesi amaciyla somatik hiicrelere niikleotid
dizilerinin aktarimi olarak tanimlanmaktadir. Eksik genlerin yerine konmasi, yanlis veya fazla
calisan genlerin susturulmasi ve bazi genlerin islevlerinin degistirilmesini kapsar. Gen
tedavisi, kalitsal hastaliklar disinda kardiyomiyopatiler, norolojik hastaliklar, kanser ve

AIDS’de uygulanmaktadir. ( Kars A., 2004 )

Gen tedavisinin basarili olmasi icin ; karar verilen genin etkili ve yeterli olarak hiicre icine
tasinmasi, tasinan genin etkinligini tedavi boyunca siirdiirmesi, bu gene konake1 hiicrenin
cevabinin uygun sekilde olmasi ve ayrica bu genin diger bir hastaliga yol agmamasi
gereklidir. Gen tedavisi gelistirme programlarinda en ¢ok vektdr tasariminda ,bunu izleyerek
genin regiilasyonu ve immiin yanitin engellenmesinde sorun yaganmaktadir. Gen transfer
modellerinde genetik madde hiicreye fiziksel, kimyasal yontemler ve viral vektorler

kullanilarak gonderilebilir.

Gen tedaviside gen aktariminda kullanilmak tizere gelistirilen gen transfer metodlar1 ex vivo

ve in vivo olmak iizere iki teknik ile yapilmaktadir.(Kasper K.F., 2004)
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2.3.1 Ex Vivo Gen Tedavisi

Gen tedavisinde gen expresyonunda birinci yaklasim genlerin ex vivo manipulasyonunu
icerir. Bu yaklasima gore istenilen hedef hiicreler belirlenir ve dokudan alinir. Hiicreler kiiltiir
ortaminda modifiye edilir ve sonra transplante edilir. Ex vivo gen aktarimi ¢ok cesitli hiicre

tiplerine uygulanabilir.

Ex vivo gen aktarim metodu spesifik hiicrelerde yliksek etki saglar, ancak uzun zaman alan
bir islemdir, kompleks ve pahalidir. Bu metod o6zellikle hizli modifikasyon gerektiren

islemler i¢in uygun degildir .

Ex vivo gen tedavisi elektroporasyon, kalsiyum fosfat veya DEAE-dekstran ile transfeksiyon,
mikroenjeksiyon ve sonikasyon olmak iizere gesitli yontemlerle yapilabilmektedir. (Kasper

K.F., 2004, Sambrook J.R, 1989)

2.3.2 1In Vivo Gen Tedavisi

Ex vivo yaklagima alternatif olan diger bir yol gen ekspresyonunun in vivo
manipulasyonudur. Istenilen genler direk olarak istenilen hiicrelere in vivo olarak vektérler
araciligiyla aktarilir. Bu gen aktarimi viral ve viral olmayan tasiyici sistemleri ile
yapilabilmektedir. Ex vivo metoduna gore daha avantajlidir. Kiiltiir ve hiicre izolasyonunun

olmamasi maliyeti azaltir, zaman kaybini engeller, donor kaybini azaltir. (Kasper K.F., 2004)

2.3.3 Viral Vektorlerle Gen Tedavisi

Gen tedavisi uygulamalarinda viral vektorler viral hastalik olusturmadan terapdtik genleri
hastanin hiicrelerine aktarmak {izere tasarlanmaktadir.Viral vektorler ile yapilan gen tedavisi
genetik olarak islenmis zayiflatilmis veya hasarli viriislerin kullanimini igermektedir. In vivo
gen tedavisi i¢in viral vektorler olarak retroviriisler, adenoviriisler, adeno baglantili virisler,
herpes simplex viriisii ve chimeric vektorler en sik kullanilan viriisler olup, lentiviriisler,
insan sitomegaloviriis, alfa virlis ve herpes viriis saimiri gelistirilmekte olan diger viral

vektorlerdir.(Robbins P.D., 1989)
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2.3.3.1 Retroviriisler

Viral vektorlerin prototipi olan retroviriisler, RNA genomlarinin DNA kopyasini ters
transkriptaz enzimleri ile sentezleyerek konakci hiicrenin DNA’sma entegre olurlar. Ozel
yontemler kullanilarak  virlisiin bagimsiz c¢ogalmasi engellenir ve yapisal elemanlarini

sentezlemesi saglanarak istenen geni sentezleyen bir iiretici hiicre olusturulmaktadir.

Retroviriisler DNA’ya entegre olduklari i¢in kalict uzun siireli infeksiyon saglamaktadirlar.
Retroviriisler niikleer membrandan gecemedikleri i¢in sadece boliinen hiicrelere entegre

olabilirler ve konak¢ida immun tepki olusturmazlar.

2.3.3.2 Adenoviral Vektorler

Cift sarmal DNA viriisleri olup genomlar1 36 kb’dir. Immunojeniteleri nedeniyle konak¢ida
inflammasyon ve toksik tepkilere yol acabilmektedirler. Bu etkilerden sorumlu E2 geni
cikarilarak vektor iiretme calismalari yapilmaktadir. Adenoviriisler 7-8 kb genetik madde

tastyabilmektedirler.

Adenoviral vektorler 1990°da kistik fibrozisin gen tedavisinde akciger dokusuna afiniteleri
nedeniyle kullanilmiglardir. Bolinmeyen hiicrelere genetik materyali nakletme yetenekleri
nedeniyle ailesel hiperkolesterolemide, norolojik ve kardiovaskiiler sistem hastaliklarinda

kullanilmalar1 amactyla ¢aligmalar yapilmaktadir.

2.3.3.3 Adeno Baglantih Viral Vektorler

Gen tedavisinde kullanilan en kiigiik viriis olup, ¢ogalabilmek i¢in yardimci viriise gereksinim
duyar ve tasiyabilecegi genetik madde kiigiiktiir (4kb). Boliinmeyen hiicrelere 6zellikle

hepatosit ve noronlara genomu integre edebilmektedir.

2.3.3.4 Herpes-Simplex Viriisii

Biiyiik genomik yapilarindan dolay1 vektor hazirlanmasi zor bir siirectir. Herpes virlisiin
norotrop olmasi bir segicilik yaratir. immunojeniteleri ve sitopatik o6zellikleri smirlayici

faktorlerdir.
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2.3.3.5 Chimeric Viral Vektor

“Chimeric” viral vektorler iki veya daha fazla virtisiin 6zelliklerini iceren vektorlerdir. Herpes
Simplex viriisi ve adenoviriis vektorleri “plus strand RNA™ viriisii olan Sindbis’i hiicreye
aktarmada kullanilir. Kendi viriilent kapsiil genleri silinmis boyle viriisler, yiiksek oranda
protein iiretimine izin veren RNA’larmin sitoplazmada replikasyonuna devam edebilme

ozelliklerini boylece korumus olurlar. (Robbins P.D., 1989)

2.3.4 Viral Olmayan Vektorlerle Gen Tedavisi

Gen terapisinde basari, hedef hiicreye secici ve etkili gen aktarimini saglayan vektorlerin
veya tastyicilarin gelistrilmesine baglidir. Insan viicudunda viriislerin kullanmiminin giivenligi

konusu “non viral” viral olmayan vektor sistemlerinin gelisimine sebep olmustur.

Viral olmayan vektorler, 6zellikle basit kullanimi, yiiksek oranda tiretimi ve spesifik immun
yanitin kisa siireli veya hi¢ olusmamasindan dolay:r gelisim gostermistir , ancak in vivo

uygulama giigliikleri vardir. (Li.S., 2000, Kasper K.F., 2004 )

Viral olmayan vektorlerin viral vektorlere Ustlinliikleri ;

e Toksiditelerinin diisiik olmasi,

e Konakert hiicrede immun yanit olusturmamast,
e Istenen hiicrelere hedeflendirilebilmeleri

e Konaker hiicre genomuna entegre olmamalari,
e Gen ekspresyonunun fazla olmasi

e Ticari olarak biiylik miktarlarda tiretilmeleri,

e Tasidiklart DNA uzunlugunda bir sinirlamanin olmamasidir

Gen terapisinde kullanilmak iizere ¢esitli non viral sistemler gelistirilmistir.

e Ciplak plazmid DNA ile direkt gen transferi

e Katyonik lipid (lipopleks) sistemleri ile gen transferi

e Chimeric DNA/RNA oligoniikleotidleri

e Reseptdr aracili polikatyon sistemler (6rn. Asialoglikoprotein-polilizin molekiil
sistemleri)

e (PG adjuvanti iceren DNA sistemleri

e Katyonik polimer (polipleks) sistemleri ile gen transferi
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1987°de ilk olarak in vitro ortamda katyonik lipidler ile basarili transfeksiyon uygulamasi
Felgner ve arkadaslari tarafindan gerceklestirilmistir. Katyonik lipidler / DNA kompleksleri
(lipopleks) kanser ve kistik fibrosis hastaliklarinin ~ birgok klinik uygulamasinda
kullanilmistir. Lipopleks sistemlerinin diisiik dozda uygulandiklarinda giivenli olduklari
1spatlanmistir. DNA’ya entegre olamadiklari i¢in kisa siireli tedaviler i¢cin uygun olup sinirsiz
genetik madde tastyabilirler ve toksiditeleri diigiiktiir. Ancak in vitro ve in vivo transfeksiyon
uygulamalar1 arasinda farkli souclar elde edilmistir. In vivo gen transferinde lipoplekslerin
fiziksel ozelliklerinin biyolojik sivilarla etkilesiminden dolay1 degistigi diisliniilmektedir.
Lipopleks konjugatinin hedefe ulasmadan oOnce yapisinin, biiyiikliigiiniin, net yiikiiniin

degistigi bilinmektedir.

Katyonik lipidler genellikle pozitif yiiklii bas grubu ve buna baglh hidrofilik lipid’lerden
olusmaktadir. Yapisindaki hidrofilik lipid gruplart lipozomlarin fiziksel o6zelliklerini,
kinetiklerini ve esnekliklerini etkilemektedir. Katyonik lipidlerin formulasyonlarinda tipik
olarak katyonik lipidlere ilave olarak zwitterion veya nétral lipidler icermektedir. Yiiklii bas
gruplart monovalent olan lipozom komplekslerinde 6zellikle plazmid DNA’siin etkili olarak

yogunlasmadig1 gorilmiistiir.

Katyonik lipidlerin deterjan ve tanponlama 6zellikleri DNA ‘nin in vivo ve in vitro ortamda

serbestlesmesini kolaylastirmaktadir.

Lipopleks sistemlerinin invivo ¢alismalarda karsilasian engeller;

e Lipopleks sistemler genellikle hiicre i¢ine endositoz ile alindig1 kabul goriirken, bazi
caligmalara gore kompleks hiicre membrani tarafindan direk olarak alinmaktadir.

e Lipopleks ile etkilesimden sorumlu hiicre yiizeyindeki molekiiller kesin olarak
tanimlamamistir. Proteoglikanlarin 6nemli bir rol oynadiklar: diistinilmektedir.

e Lipopleks sistemlerin hedef liganda kovalent veya non kovalent baglanmasi
transfeksiyonun etkisini degistirmektedir.

e Lipopleks sistemleri ile hiicre transfeksiyonunda plasmid DNA’nin endozomdan
sitoplazmaya translokasyonu giigtiir. Bu amagla fusogenik (helper) lipid olarak
gelistirilen DOPE  katyonik lipidi  ve fusogenik peptidler kullanilmistir ve
transfeksiyonun arttirilmasinda 6nemli etkileri mevcuttur.

e in vivo caligmalarda serumun etkisi ile lipoplekslerin parcalandigi veya dagildig1 ve
DNA’nin agiga cikarildigi gosterilmistir. Katyonik lipidlerin endotelyal sistem

tarafindan hizlica temizlenmesi bu yapilarin hedefe spesifikligini azaltmaktadir.
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Transfeksiyonun kisitlanmasindaki en onemli faktdor plasmid DNA’sinin  niikleer
transportunun verimsiz olmasidir. Bircok ¢aligmaya gore niikleer lokalizasyon sinyali (NLS)
ile niiklear transportun oldugu diisiiniilmektedir. DNA’nin taginmasit DNA’nin hacmiyle
iligkilidir. DNA’nin konformasyonunun ‘da bu asamada 6nemli rol oynadigi diistiniilmektedir.
Lineer plasmid DNA’nin niikleusa translokasyonunda plasmid DNA’nin diger
konfigiirasyonlarina gore daha etkili oldugu diistiniilmektedir. Klasik peptidler veya niikleotid
sinyal sekanslarinin vektor sistemlere yerlestirilmesi ile DNA’nin niikleer transportunun

gelistirilmesi sinirl basart saglamistir.

Katyonik lipidler nonviral gen terapisi uygulamalarinda genis yer bulmasina ragmen

kullaniminda bazi sinirlamalar1 da beraberinde tasimaktadir;

e Katyonik lipidlerin yapilar1 ve transfeksiyon mekanizmalar1 heniiz iyi karakterize
edilmemistir.

e Lipopleks sistemler hiicre i¢ine girebilmelerine ragmen hedeflenen hiicreye ulagmasi
ve gen ekspresyon dereceleri diigiiktiir.

e Tekrar kullanimlarinda yiiksek toksidite olusturmaktadirlar.

e in vivo olarak anti enflamatuar cevabi yiiksektir.

Kiigiik hacimli RNA:DNA oligoniikleotidleri katyonik lipidler veya polimerlerle elektrostatik
etkilesimle veya notral yada anionik liposomlarin i¢ine kapsiil olarak sarilarak kompleks
olustururlar. Hastalikl1 hiicrelere chimeric RNA:DNA oligoniikleotidi sunularak genin tamir
edilmesi (niikleotid eksikligi veya degisikligi) amaglanmaktadir. Birden fazla niikleotidin
mutasyona ugradigr genetik hastaliklara uygulanip uygulanamayacagi bilinmemektedir. Bu
teknoloji in vitro ortamda bircok gende yer alan, spesifik kromozomal mutasyonlarin
diizeltilmesinde basarili sonu¢ vermistir. RNA:DNA oligoniikletid modeli non viral vektor
olarak sicanlarda “Crigler-Najjar sendromu” olarak bilinen hepatosit hiicrelerine uygun serum

bilirubin diizeyinde uygulanmis ve %50 genotip degisikligine yol actig1 goriilmiistiir.

Katyonik lipidlerin DNA ile kompleksleri yiiksek oranda sitokinlern INF-y ve TNF-a
iretimini tetikledigi bilinmektedir. Sitokinler hayvan deneylerinde yapilan incelemeye gore
sadece toksiditeye neden olmakla kalmayip transgen ekspresyonunu inhibe etmektedir.
DNA’nin immun hiicrelerle spesifik olmayan etkilesiminin 6nlenmesi amaciyla dokuya
spesifik tasiyict vektorlerin gelistirilmesi gereklidir, immun cevap olusturan kompleksler

nonspesifiktir. (Li.S., 2000, Kasper K.F. , 2004 )
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Katyonik polimerler katyonik lipidlere oranla kompleks i¢inde DNA’nin yogunlastirilmasinda
daha etkilidir. Gen terapisinde non viral polimer vektorleri olarak in vitro g¢aligsmalarda
uygulamasit en c¢ok olan polimer Polietileniminler (PEI)’dir. Buna karsilik in vivo
calismalarda toksik etki gosterdikleri bilinmektedir. Jelatin ve Kitosan gibi caligmalarda
denenmis dogal biyoplimerler ile DNA karistirildiginda stabil nanopartikiiller olustururlar,
gen terapisinde kullanilmak iizere gelistirilen bu polipleks sistemlerin oral asilarin
kullanilmasinda hedeflenmektedirler. Polylisine, protamine gibi polimerlerin kii¢lik
miktarlarinin lipopleks sistemlere ilave edilmesi hem in vitro hem de in vivo transfeksiyonun

etkisini arttirmaktadir.

Katyonik lipidler veya katyonik polimerler yogun DNA ile etkilesimlerinin sonucu olusan
lipopleks ve polipleks komplekslerinin kas i¢ine enjeksiyonunda gen ekspresyonunun negatif

etkilendigi bilinmektedir.

Viral olmayan vektor sistemlerinde ¢iplak plasmid DNA ile direkt gen transferi en basit
yaklasim olup, toksidite etkisinin olmamasi ve olusan immun yanit, organizmay1
koruyucudur. Bu olusan immun yanitlarin hayvanlar1 ¢esitli infeksiyoz ajanlara karsi
korudugu gozlemlenmistir. Bu yaklasim DNA ve tiimdr asilarimin  gelisimini
saglamistir. Wolff ve arkadaslarina gore iskelet kaslarina bir viral antijeni tasiyan plasmidin
direkt enjeksiyonu antiviral immun yanitin olusumuna neden olur. Ayrica plazmidin
intramaskiiler enjeksiyonu diger farmakolojik aktif molekiillerin eritropoietin ve leptin’in
ifade edilmesine neden olur. Deri , baz1 timor hiicreleri ve immun hiicreler 6zellikle dentritik
hiicreler de ¢iplak DNA ile gen transferinden etkilenmektedir. Antitimér immunite c¢esitli
sitokin genleri ve tiimor inhibitdr genlerinin doku i¢i enjeksiyonunu indiikler. Antitiimor
etkide tiimor biiylimesini inhibe etmektedir. Plasmid DNA ‘sinin intravaskiiler enjeksiyonu
tim Onemli organlarda sinirli gen ekspresyonu ile sonuglanir. Buna karsilik 1.5-3.0 ml
plazmid DNA’nin hizli enjeksiyonu 6zellikle karacigerde yiiksek oranda gen ekspresyonu

saglar. ( Li.S., 2000 )

Ciplak DNA’nin tabanca ve elektroporasyon — gibi fiziksel yontemlerle transferi’de
yapilabilmektedir. DNA, gen tabancasi ile hiicre niikleusuina kadar ulasabilmektedir.
Elektroporasyon yontemi ile kas i¢i plasmid DNA enjeksiyonu etkili oranda gen

ekspresyonuna neden olmaktadir.

Genetik agilarda ve gen terapisinde kullanilmak iizere saflastirilmis plazmid DNA ileri
jenerasyon biofarmasoétikleri temsil etmektedir. DNA as1 ¢alismalart i¢in biliyiik miktarda
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saflastirilmis plasmid DNA’nin diisiikk miktarlarda endotoksin kontaminasyonu igermesi
gerekmektedir (Madhu V.,2000). Plazmid DNA viral, bakteryel ve protozoan antijenlerine
kars1t birgok tiirde Ornegin; balik, kedi, fare, insan v.b. antikor ve hiicresel immun yanit
olusumunu indiikler. Plazmid DNA asilar1 diger klasik asilara gore (saflastirilmis protein ve
viral vektorlerle yapilan) daha avantajlidir. Plazmid DNA’nin asilarda kullanilmasi ig¢in

farmasotik kalitede ve miktarda saflastirilmasi gerekmektedir.

Supercoild (sc) veya covalend closed circular (ccc) topolojili pPDNA isoformlari terapotik
uygulamalar i¢in daha stabil yapilardir. istenmeyen topolojiksel pDNA relaks formdur. Bu
form ayn1 zamanda ¢iplak , open circular veya oc form veya lineer plazmid formu olarak da
isimlendirilir. Gen terapisinde invivo uygulamalar i¢in plazmidin formu oldugu kadar konakg¢1
hiicreye ait kirlilikler olan gDNA, RNA, proteinler ve endotoksinlerden uzaklastirilmis olmast

gerekmektedir. (Ascher C.,2007)

Plazmid DNA’nin  elde edilmesinde Onemli asamalardan biri  E.coli hiicrelerinin
parcalanmasidir. Bakteriyel hiicrelerin parcalanmasi fiziksel, kimyasal metodlarla ve
enzimatik olarak gerceklestirilmektedir. Yiiksek basingla homojenizasyon, termal parcalama
genellikle yiiksek kesici giiciinden dolay1 tercih edilmemektedir. Termal parcalama metodu
ise deterjan ve lizozim enzimleri ile birlestirilerek kullanilmaktadir. Enzimatik ve kimyasal
par¢alama metodlarinda plazmid DNA’s1t minimum irreversible parcalamaya ugramaktadir.
Enzimatik pargalama sirasinda kullanilan lizozim enzimlerinin hayvan kaynakli olmasi

farmasoétik iiriin olarak degerlendirilmesini engellemektedir.

pDNA iiretiminde bakteriyel hiicrelerin kimyasal olarak parcalanmasinda Birnboim ve Dolly
(1979) tarafindan ilk olarak aciklanan alkali lizis islemi caligmalarda yaygin olarak
kullanilmaktadir, 6zellikle konake1 hiicreye ait gDNA’nin ve proteinlerin denatiire edilerek
uzaklastirilmasinda basarili bir metoddur. Bu yontem endiistriyel oranda plazmid tiretimi igin
uygun degildir. Alkali lizis eldesinde kullanilan diger bir yontem 1s1 temelli lizis metodudur
(Holmes ve Quigley, 1981). Bu medotla yiikek verimde plazmid eldesi yapilabilmektedir
ancak plazmid DNA yiiksek oranda denatiire olma riski tagimasindan dolay1 kullanimi kolay

bir metod degildir.(Lander J.R., 2002 )

Birnboim ve Dolly’nin plasmid eldesinde kullanilan prosediire gore E.coli hiicreleri NaOH
alkali ¢Ozeltisine ve SDS deterjan ¢ozeltisine tabi tutulur. Bu sartlar altinda bakteriyel
hiicreye ait hiicre duvar yapilar1 parcalanir, agiga ¢ikan plazmid ve diger hiicre komponentleri
sonucunda ¢ozelti viskoz hal alir. g-DNA ve proteinler pH’ya bagl olarak denatiire olur,
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pDNA ise ¢ozeltide bozulmadan kalir. Olusan viskoz ¢dzeltinin homojenizasyonu plazmid
DNA’nin ¢ift zincirinin birbirine tamamlayict olmayan kisimlarinin birbirine dolasmasi
sonucu pDNA’nin istenmeyen isoformlarinin olusmasi engellenmis olur. Yiiksek pH’da
muamele siiresi pPDNA’nin kalitatif ve kantitatif 6zelliklerini etkilemektedir. Ortama asidik
cozeltisinin ilavesi noétralizasyona neden olmaktadir. RNaz enzimi ortama ilave edilerek
RNA’nin pDNA’dan enzimatik olarak uzaklastirilmasi saglanmaktadir. Elde edilen
safsizliklarin plazmid igeren ¢bzeltiden ayrilmasi ve plazmid igeren temiz lizat ¢zeltisinin

elde edilmesi i¢in santrifiij ve filtrasyon islemleri de dnemlidir. (Ascher C.,2007)

Plasmid saflagtirma islemi normal olarak alkali lizis metoduyla baslamaktadir ve plazmid
DNA eldesi saglanmaktadir. (Wahlund P.O., 2004) Bu metodla etkili olarak bakteriyel
hiicrelere ait hiicre duvari, organeller, proteinler ve genomik DNA uzaklastrilirken plazmid
DNA’siyla birlikte Onemli miktarda RNA ve az miktarda protein ortamda kalmaktadir.
(Wahlund P.O., 2004)

Tedavi amacl uygulamalarda RNaz (Rnase A, EC 3.1.27.5) enzimi kullanilarak RNA’nin
ortamdan uzaklastirilmast RNaz enziminin hayvansal kaynakli (si8ir pankreasindan elde
edilir) olmasindan dolayi tercih edilmemektedir. (Stadler J.,2004) Diinya Saglk Orgiitiiniin
(WHO) aciklamasinda sigir ve tiirevi hayvansal kaynakli enzimler bioterapdtik caligmalarda
kullanilmamasi1 gerektigi yer almaktadir. Sigir kaynakli RNaz enziminin yerine recombinant
Rnase enzimi Onerilmis oldugu halde ticari iiretimi yiiksek maliyet gerektirmektedir.
RNA’nin ortamdan uzaklastirilmasinda ¢esitli kromotografik metodlar da kullanilmaktadir;
ornegin Hidroksi apatit kromotografisi (HA), Hidrofobik etkilesim kromotografisi (HIC)
(Ferreira ve arkadaslar1 1997), Iyon degistirici kromotografi (IEC) (Hins ve arkadaslar1,1992)
ve Triple heliks afinite kromotografisi (Schluep ve Cooney,1998) ancak bu metodlarin

kullanimi saflastirma isleminin maliyetini arttirmaktadir.

Kromotografik olmayan plazmid DNA saflastirma adimlar1 ise aqueous-two phase sistemleri
(Cole 1991, Ribeiro ve arkadaslar2002), ultrafiltrasyon islemi ( Kahn ve arkadaslar1 2000),
negatif membran adsorpsiyonu ( Kendall ve arkadaslar1 2002 ; Levy ve arkadaslar1 2000),
cesitli tutucular ve kolon dncesi saflagtirma metodu ekstraksiyon metodudur. Bu metod toksik
ve ¢abuk yanan organik solvent kullanimini i¢eren laboratuvar protokoliine dayanir (Prazeres
2001) . Plasmid DNA’ nin polietilen glikol / tuz sistemleri (Nicoletti ve Condorelli,1993) ile
veya sadece polietilen glikol (Marquet ve arkadaglar1 1995), ile ¢oktiirtilmesi metodlari

genellikle ikinci bir ¢oktiirme adimina ihtiya¢ duyulmaktadir . Genellikle ikinci adimda
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coktiirme i¢in Alkol veya Amonyum Siilfat tuzu (Diogo ve arkadaslari, 2000), Amonyum
Asetat (Ferreira ve arkadaslari 1999), ve Lityum Kloriir ( Chakrabarti ve arkadaglari, 1992)

kullanilmaktadir .

Plazmid DNA’nin daha secici olarak ¢oktiiriilmesine dayanan 6nemli bir diger metod kiiciik
katyonik molekiiller olan spermine veya spermidine molekiilleri kullanilarak yapilan
¢oktiirme islemidir. Bu metod ii¢ adimli bir ¢oktiirme islemidir. Ilk iki adim isopropanollii
coktiirmeden olusur ii¢lincli adima ise LiCl tuzu kullanilarak istenmeyen RNA ‘nin ortamdan
uzaklastirilmasi gergeklestirilir. Daha sonra kiiglik katyonik molekiillerin ortama ilavesi ile
kii¢iik molekiil RNA’larin ortamdan uzaklastirilmasi saglanr (Murphy ve arkadaslari, 2001).
Plasmid DNA’nin ¢oktiiriilerek saflagtirilmasi islemine dayanan diger bir metod ise sicakligin
degisimine bagli olarak c¢oziiniirligli degisen polimerlerin kullanilmasidir (Costioli ve
arkadaslari, 2003).Bu metod direkt olarak alkali lizis ile kontaminasyonlarin arinmis lizis
cOzeltisine uygulanamaz . Lizat ¢6zeltisi alkali lizis’in yiiksek konsantrasyonlu potasyum

asetat tuzu ile muamele edilmesini gerektirir.

Diger bir metod ise katyonik yiizey aktif madde olan setiltrimetil amonyum bromiir (CTAB)
ile plasmid DNA’nin se¢ici olarak RNA, endotoksinler ve proteinlerden ayrilmasidir (Lander

ve arkadagslar1 2002, Wahlund P.O., 2004).

2.4 Yiizey Aktif Maddeler

Surfaktan maddeler yiizey aktif maddelerdir. Biitiin surfaktan maddeler en az iki kisimdan
olugmaktadir. Birinci kisim spesifik sivilarda c¢oziinebilen liyofilik kisimi ve digeride
liyofobik yani ¢oziinlir olmayan kismi teskil etmektedir. Spesifik sivi su oldugu zaman,
liyofilik kisim hidrofilik liyofobik kisim ise hidrofobik olarak isimlendirilmektedir. Hidrofilik
kistm surfaktan maddenin bas grubunu, hidrofobik kisim ise kuyruk kismini temsil
etmektedir. Sekil.2.4’te yiizey aktif maddelerin genel sekli yer almaktadir. Hidrofobik kisim
lineer olabildigi gibi dallanmis yapida gosterebilmektedir. Polar (yiiklii) bas gruplar alkil
zincirinin ucundan baglanarak ylizey aktif maddenin yapisini olusturur. Hidrofobik zincirin
uzunlugu ve polar gruplarin pozisyonu surfaktan’in fizikokimyasal 6zelliklerini belirleyen

yapisal parametrelerdir.
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Molekiiliin non-polar (hidrofobik) kismi yedi ¢esit hidrofobik grup ile karakterize edilir;
(Sarac.A.,2001)

Dogal yag asitlerinden tiiretilmis 8-18 C’lu diiz zincirli alkil gruplar1 ( bitkisel veya
hayvansal kaynakli )

Bir aromatik ¢ekirdege bagl 3-8 C’lu diisiik alkil gruplari,

Benzenle yogunlastirilabilen 8-20 C atomlu dallanmis monoolefinler,

Kerosen , gaz yagi veya parafin wax fraksiyonundan tiiretilmis 8-20’den fazla C
atomlu modifiye edilmis petrol hidrokarbonlari,

Petrolun baz tiplerinden naftenik asit,

Fischer-Tropsch ve benzeri sentezlerden tiiretilmis yiiksek alkoller ve hidrokarbonlar,

Terpenler veya terpen-alkoller tarafindan modifiye edilmis aromatikler.

/\/—’_H/_,

Hidrofilik bag grap Hidrofohik kuyruk ks

Sekil 2.4 Yiizey aktif maddelerin (surfaktan) genel sekli

Surfaktanlarin siniflandirilmasi polar (hidrofilik) bas grubunun elektriksel yiikii esas alinarak

yapilmaktadir.

Surfaktanlar hidrofilik gruplarin etkilerine gore;

Non-iyonik Yiizey aktif maddeler,
Anyonik Yiizey Aktif Maddeler,
Katyonik Yiizey Aktif Maddeler,
Amfoterik Yiizey Aktif Maddeler,

olarak siniflandirilmaktadirlar. Bu simiflar ¢6zeltideki molekiiliin iyonik karakterini gdsterir.

Non-iyonik yiizey aktif maddelerde polieter veya polihidroksil polar gruplari, anyonik yiizey
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aktif maddelerde karboksilat, siilfat, siilfonat ve fosfat gruplari, katyonik yiizey aktif
maddelerde amin veya kuarterner amonyum bilesikleri , amfoterik ylizey aktif maddelerde ise
genellikle pozitif yikli polar grup olarak amonyum, negatif yiiklii polar grup olarak ise
karboksil bulunmaktadir.(Holmberg L.J.,1998)

Surfaktan maddeler ¢oziindiikleri ortamin yiizey gerilimini ve/veya ylizeylerarasi gerilimi
indirgeyerek ortamda yer alan kirlilik veya istenmeyen maddelerin uzaklagsmasini yada
birbirinden ayrilmasini saglarlar. Bu maddelerin kendiliginden biraraya gelme(kendiliginden
yapilanma), emiilsifiye etme o6zellikleri de vardir. Sentetik veya dogal orjinli molekiil agirlig
600-4000 g/mol olan noniyonik, katyonik ve amfoterik ylizey aktif maddeler asilarda ajuvant
olarak da kullanilmaktadirlar (Ascarateil S.,20006)

Sulu ortama ilave edildiklerinde uzun hidrofobik =zincirler molekiil i¢i hidrofobik
etkilesimlerden dolay1 bir araya gelir ve molekiil organize olarak ii¢ boyutlu kiiresel yapisini
olusturur. Bu yapiya misel yap1 denir. Misel yap1 hidrokarbon ¢ekirdeginden ve yiizeyde polar
gruplardan meydana gelir. Bazi surfaktanlar ise misel yapt olusturmadan tek bir tabaka

“monolayer” olusturarak suyun yiizeyini kaplarlar.

En cok bilinen ve biyokimyasal uygulamalarda kullanilan yiizey aktif maddeler;

e Sodyum dodesil siilfat (anyonik),

e Bis(2-etilhekzil)siilfosiiksinat’in sodyum tuzu (katyonik),
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e Sodyum kolik asid (anyonik),

e Sodyumdeoksi kolik asid’dir (anyonik) .

2.4.1 Katyonik Yiizey Aktif Maddeler

Katyonik surfaktant maddeler yapilarinda yer alan azot atomunun katyonik elektriksel yiik
tasimasindan dolay1 katyonik yiizey aktif maddeler olarak adlandirilmaktadirlar. Yapisinda
amin ve kuarterner amonyum bilesikleri bulundurmaktadirlar.Kuarterner amonyum bilesikleri
HCI ve H,SOy, ile nétral tuz olusturan kuvvetli bazlardir. Katyonik ylizey aktif maddeler,
anyonik yiizey aktif maddelerle ve polivalan anyonlarla gecimsizdirler. Noniyonik ve zwitter

iyonik yiizey aktif maddelerle uyumludurlar(Rosen M.J.,1978). Siniflandirilmalar asagidaki

sekilde yapilmaktadir;
1. Uzun zincirli aminler ve tuzlari,
2. Diamin, poliamin ve tuzlari,
3. Kuarterner amonyum tuzlari,
4. Polioksietillenmis uzun zincirli aminler
5. Polioksietilenli kuarternize olmus uzun zincirli aminler
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2.5 Gen Tedavisinin Etik Yonii ve Gelecegi

Gen tedavisinde gen aktarimi germ hiicrelerine degil, somatik hiicrelere yoneliktir. Genel
olarak invitro kosullarda aktarilan geni tasiyan hiicreler hastaya daha sonra verilmektedir.
Tedavi olanag1 kisith ya da olmayan ciddi hastaliklarin gen tedavisi etik kurallara uymaktadir.
Genetik hastaliklarin tedavisinde germ hiicrelerinin manipulasyonu durumunda kisinin
genetik yapisinin pargasi olacak bu degisiklik ¢cocuklarina da aktarilacaktir, bu durum sakinca

yaratmaktadir.

Genetik miihendislik yoOntemleri ile somatik hiicrelerde ve hatta germ hiicrelerinde
yapilabilecek degisikliklerle boy, g6z, rengi ve zeka gibi Ozelliklerle oynamak ileride
miimkiin olabilir ama bu tiir yaklasimin yogun tartismalara yol acacagi kesindir. Gen
tedavisinin somatik hiicrelere yonelik ve ciddi hastaliklarla sinirli kalmasi bugiin i¢in en
uygun durumdur. Gen tedavisi ve kanserin ilaglarla tedavisinde, ilacin verilmesi, hedefe
ulagmasi, segiciligi ve etkisi gibi bazi ortak sorunlar vardir. Bu sorunlar kanserin genetik
kokenleri ve kanser hiicresinin biyolojisinin anlasilmasiyla daha kolay asilabilecektir. Bu
konuda c¢aligmalarin vektdér tasarimi teknolojisine yogunlasmis olmasi, vektorlerin
transgenlerini daha ¢ok tiimor hiicrelerine aktarmalarini saglamak ve tiimor hiicrelerinde
tedavinin seciciligini arttirmay1 hedeflemektedir. Bununla birlikte vektorler, gen transferi ve

ekspresyonu konusunda bilinmeyenler, bilinenlerden daha fazladir .

e Vektor raftan alinip hastaya enjekte edilebilmeli ve bu vektoér metabolik bozuklugun
bulundugu dokuya hedeflenmis olmalidir.
e Vektor hiicreye ulastigi zaman ya kromozomda emniyetli bir bolgeye yerlesmeli veya
bozuk gen ile homolog rekombinasyon sonucu dogru yere oturmalidir.
e Aktarilan gen metabolik degisikliklere uygun yanit verebilmeliir.
Bu kosullar saglandigi zaman gen tedavisi, ila¢ tedavisinin yiiksek teknolojik uygulamasi
haline gelecektir. Tiim giicliikklere ve bilinmeyenlere karsin Onlimiizdeki yiizyill gen

tedavisinin yaygin kullanilacagi bir donem olmaya adaydir.(Ayse K.,2004)
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3. DENEYSEL CALISMA

3.1 Materyal

3.1.1 Kullamlan Kimyasal Maddeler

Agaroz Sigma, ABD
Asetik asid Sigma, ABD
Amonyum Siilfat Sigma, ABD
Bromfenol mavisi Sigma, ABD
Etilendiamintetra Asetik Asid (EDTA) Sigma, ABD
Etidyum Bromiir ( EtBr ) Sigma, ABD
Etanol Sigma, ABD
Glasial Asetik Asid Sigma, ABD
Glukoz Sigma, ABD
Gliserol Sigma, ABD
Hidroklorik Asid Sigma, ABD
[zopropanol Sigma, ABD
Kanamisin Sigma, ABD
Kalsiyum Kloriir Merck, Almanya
Kloroform Merck, Almanya
N,N,N-Polyoxyethylene (10)-N-tallow-1,3-diaminopropane,

(PEG-10 tallow)’ Sigma, ABD

" Plazmid DNA saflastirilmast i¢in ¢oktiiriicii katyonik yiizey aktif madde olarak kullanildi. Literatiirde Peg-10
tallowun yapisal karakterizasyonu ile ilgili dokiiman bulunamadigindan FTIR, NMR ("°C, 'H ), Elementer
Analiz incelemesi yapildi.
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Polietilen Glikol 600 (PEG-600)
Potasyum Asetat

Sodyum hidroksit

Sodyum dodesil siilfat

Trizma Baz

Tripton

Triton X-100

3.1.2 Biyolojik Maddeler

Riboniikleaz Enzimi (Rnase)
PVACX/LacZ plazmidi

E.Coli DH50 Bakteri Susu

3.1.3 Malzemeler

Plazmid Saflagtirma Kiti
Steril Pipet Kutusu
Pipet Ucu

Eppendorf Tiipler

3.1.4 Kullamlan Cihazlar

CHNS-O Analyzer
Fluoresan Spektrofotometre

FT-IR Spectrometer

Sigma, ABD
Sigma, ABD
Sigma, ABD
Sigma, ABD
Sigma, ABD
Sigma, ABD

Sigma, ABD

Sigma, ABD
Invitrogen, ABD

Invitrogen, ABD

Qiagen, ABD
LP, italya
Eppendorf, Almanya

Eppendorf, Almanya

Thermo Electron Corporation
Time Master Control Module

Perkin Elmer, Spectrum One

TAqueos Two Phase Polimer/tuz sisteminde non iyonik polimerik madde olarak molekiil agirlig1 600 gr/mol olan

likid ve seffaf renkli, sulu ortamda ¢6ziilebilen polietilen glikol 600 polimeri kullanildi.



Jel Elektroforezi

Jel Goriintiileme Aleti

Elektroforez gii¢c kaynagi

Etiiv80 °C

-70 °C Dondurucu

Otoklav

pH Metre

Sogutmal1 Santrifiij Aleti

UV Spektrofotometre
Kondiiktometre

Otomatik Mikropipet (1-20 ul)
Otomatik Mikropipet (20-200 pl)
Otomatik Mikropipet (100-1000 pl)
Otomatik Mikropipet(1000-5000 pl)
Niikleer Magnetik Rezonans
Inkiibator

Vorteks

Destile su Cihazi

Deiyonize Su Cihazi

Manyetik Karistirict

Hoefer HE-33

Bio-Rad, Gel Doc 1000 system,USA
Bio-Rad, Powerpac 200, USA
Memmert, Almanya

Heraeus Instrumenrs, Almanya
Minho Universitesi, Portekiz*
Hannan, 8417

Minho Universitesi, Portekiz
Jasco Model, 7850

WTW Cond 340 |

Eppendorf, ABD

Eppendorf, ABD

Eppendorf, ABD

Eppendorf, ABD

BU, Tiirkiye®

HT Infors, Minitron
Thermolyne, USA

Elix, Millipore, France

MilliQ, Millipore, France

Yellow line, MSH basic, Germany

Y Minho Universitesi’nin (Portekiz) Bioloji-Kimya Laboratuarmdan bulunan sogutmal santrifiij ve otoklav

cihazlar1 kullanilmastir.

¥ Niikleer Magnetik Rezonans Spektrumlari Bogazi¢i Universitesinde almmustir.



Hassas Terazi Gec Avery, Ingiltere

Kaba Terazi Gec Avery, Ingiltere
Buzdolab: -4°C-8 °C Bosch, Tiirkiye
Devar Kab1 Dilvac, Ingiltere
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3.2 Kullanilan Yontemler

pDNA’nin saflastirilmasi i¢in  kullandigimiz yontemlerin akim semasi Sekil 3.1°de verildi.

Sekil 3.1°deki sistemin her bir basamag1 asagida her bir boliimde tek tek agiklandi.

E.coli Hiicre
Kiltiira
Coktiirme
y
ATPS esash
proses Alkali Lizis
Kit ile pDNA
\ 4 A 4
saflagtirma .
I ATPS Katyonik surfaktanla
. ¢oktiirme
Ust faz Alt faz
\ 4

Isopropanol ile

¢oktiirme

A 4

A

.| %1 agaroz jel

elektroforezi

Sekil 3.1 pDNA saflastirilmast yontemlerinin akim semasi
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3.2.1 Genetik Materyalin Secimi

T7

Afl
Hind N
Asp 718l
Kpn |
BamH |
BstX |
EcoR |
Pst |
EcoRV
BstX |
Not |
Xho |
Xba
Dra ll
Apal
Pme |

Nhe |
Pme |

Sekil 3.2 pVAX plazmid vektoriiniin haritasi

Model plazmid olarak 6050 bp baz ¢ifti (6,1 kbp) iceren ve DNA asist i¢in Invitrogen
tarafindan gelistirilen Col El-type plazmid pVAXl/lacZ segildi. pVAXl1/lacZ vektor
promotor olarak (immediate-early promotor) Insan cytomegaloviriisii, BGH poliadenil sekans1
ve bazi bireylerde ampisilinin allerjik reaksiyon olusturdugu bilindiginden dolay:1 E.coli’de
kanamisine karsi direng saglayan antibiyotik diren¢ geni icerir. Model plazmidin E.coli’de
replike olabilmesi i¢cin pUC’den tiiretilmis bir pMB1 orjini, T7 promotor diziler ve beta

galactozidase enzimini kodlayan lac Z geni igermektedir. (Carlos ve ark.,2005)
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3.2.2. pVAX1/lacZ Plazmidi Ihtiva Eden E.coli DH50 Hiicrelerinin Cogaltilmasi

3.2.1.1 Gerekli Cozeltiler

1. LB Besiyeri’nin Hazirlanmasi

pVAXIl/lacZ plazmidi ihtiva eden E.coli DH5a hiicrelerinin gogaltilmasi i¢in Luria Bertani

stv1 besiyeri ortami se¢ildi. LB besiyerinin igerigi asagida ki gibidir;

Maya Ekstresi........ccccceveeenennee. 50gr
510170 s VO 10.0 gr
Sodyum Klordr........................ 10.0 gr
Distile SU.....coceveeririenieieee, 1000 ml

Yukarida belirtilen miktarlarda maya ekstresi, tripton, sodyum kloriir maddeleri 800 ml
destile suda ¢oziiliir .Hazirlanan LB besiyerinin pH’s1 7.4’e NaOH ile ayarlanir ve hacim

1000 mI’ye tamamlanur.
2. Kanamisin Antibiyotik Cozeltisinin Hazirlanisi

pVAXl1/lacZ plazmidinin gen haritasin1  gdsteren sekil 3.1°de goriildiigii  gibi
pVAXl1/lacZ’nin yapisinda  kanamisin direng geni bulunmaktadir. LB besiyerinde
cogaltilacak olan E.coli DH5a hiicrelerinin pVAX1/lacZ plazmidi ihtiva edenlerin gogalmasi

icin besiyeri ortamina kanamisin antibiyotik ¢ozeltisinin ilave edilmesi gerekir.

30 pg/ml kanamisinli 25 ml’lik ve 250 ml’lik LB besiyeri ortamini olusturmak i¢in 30 mg/ml

kanamisin stok ¢ozeltisi asagidaki gibi hazirlandi;

30 mg kanamisin 1 ml steril suda ¢oziildii ve 0.20 pm steril filtreden gegirilerek (non-
pyrogenic sterile-R 0.20 pm) steril tiipe aktarildi. Hazirlanan ¢6zelti ¢alisma boyunca
buzdolab1 sicakliginda korundu, daha  sonraki caligsmalarda kullanilmak iizere derin

dondurucuda saklanda.
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3.2.1.2 Deneyin Yapihs1

1. pVAX/lac Z plazmidinin E.coli DH5a hiicreleri ile transformasyonu yapilmis hiicre
rnekleri Invitrogen iiretici firmasindan temin edildi. Temin edilen 6rnekler -70 °C’de

saklandi.

2. 1. maddede ifade edilen 6rneklerden 0.5ml alinip 25 ml LB besiyeri iceren erlenlere

ilave edildi. 25 pl kanamisin antibiyotik c¢ozeltisi besiyerine eklendi. Bu o6rnekler

yatay calkalayici su banyosunda 37°C 200 rpm’de 14 saat inkiibe edildi .

Sekil 3.3 Kanamisinli LB besiyeri ortamina ilave edilmis pVAX1/lacZ ihtiva eden E.coli
DH5a hiicre kiiltiirii 6rnekleri

3. Ornekler inkiibasyon tamamladiktan sonra 1/10 oraninda seyreltilip ve 600 nm’de
optik dansitesi (OD) okundu .

4. 250 ml LB besiyerinde baslangi¢ absorbansi 0.2 olacak sekilde hacim hesaplamasi
yapilarak 25 ml LB besiyerinden 6rnek alindi ve 250 ml LB ortamina aktarildi. Ornek
ilave edilmeden 6nce yeni LB ortamima 250 pl kanamisin ¢ozeltisi ilave edildi.
Ornekler 37°C de ve 200 rpm’de inkiibe edildi .

5. Inkiibasyon sirasinda 1.5 saat arayla rnekten bir miktar alinip ¢ogalmanin maksimum
noktasi belirlendi ,ve inkiibasyon tamamlandi.

6. Elde edilen hiicre ¢ozeltisi 5400 rpm’de 10 dakika 4°C’de santrifij edilerek

siipernatanttan ayrildi. Hiicreler -20°C’de sakland.
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3.2.2 Optik Yogunluk Tayini ile Hiicre Sayimi

Yeterince ve gerekli maddeleri alan, sentezleyen ve latent fazi gegen mikroplar kendi

tiirlerine 6zgii bir generasyon siiresi i¢inde ve belli araliklarla boliinerek cogalmaya baslarlar.

Logaritmik gelisme donemleri i¢inde bulunan mikroorganizmalar hizli ¢ogalma i¢indedirler
ve hiicre 6liimleri yeni hiicre olusum hiz1 ile kiyaslandiginda son derece azdir. Bu donemde

elde edilen parametre canli hiicre sayisint dogru yansitmaktadir.

Lambert- Beer kanununa gore, hiicre siispansiyonundan gecen 1s1g8in yogunlugu (I) giristeki
151810 yogunluguna gore (Ip) azalir. Op hiicre silispansiyonundaki biyomas (hiicre)

konsantrasyonu (c) ile dogru orantilidir.

E.coli gibi pigment igermeyen bakterilerin optik yogunluk 600 nm’de 6lgiilmektedir. Optik

yogunluk 6l¢iimlerinde OS veya 103 tipi cam kiivetler kullanilmaktadir.

E.coli hiicreleri 20 dakikada hiicre siispansiyonun yogunlugu 2-3 x10° hiicre/ml ulasincaya
kadar bolimiir. 1 Op 600 nm dalga boyunda 0.8x10 ° hiicre/ml ‘ye karsilik gelmektedir.
(Hardy K.G.,1993)
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3.2.3 Referans Olarak Kullanilacak Plazmid DNA’simin Kit ile Saflastirilmasi

Kit ile E.coli DHSo konakgisina plazmid DNA saflastirilmasi islemi Qiagen Inc®
firmasindan temin edilen “Qiagen Plazmid Mega and Giga Kits” protokoliiniin uygulanmasi
ile gergeklestirildi. Sekil 3.4’te kit ile plazmid DNA saflastirilmasi igleminin basamaklari

goriilmektedir. Bu islemin basamaklar1 asagida tek tek aciklandi.

Enl i B

v

Sardribij
L imie Termixleme
E DH.A SdsorbsTrornl

|

@ Vibkama

}

E Decorpsoron

}

Loproparol ile ¢ibbmme

|

TThra Saf Plammid DA

Sekil 3.4 Plazmid DNA i¢in saflagtirma basamaklari (Qiagen Plazmid Inc® Kit Protokolii )
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3.2.3.1 Gerekli Cozeltiler

Kit ile plazmid DNA saflastirilmasi islemi sirasinda kullanilan ¢ozeltiler ve ¢ozeltilerin igerigi
asagida ¢izelge 3.2°de verildigi gibidir. Qiagen Inc® firmasindan temin edilen “Qiagen

Plazmid Mega and Giga Kits” protokoliinden alinmigtir.

Cizelge 3.2 Plazmid saflastirma kitinde kullanilan tampon ¢ozeltileri (Qiagen Inc® Plazmid

(Lizis Tamponu)

Kit Protokolii)
TAMPON BILESIMI MUHAFAZA
KOSULLARI
Tampon P1 50 mM Tris-HCI, pH:8.0 2-8°C
(Stispansiyon Tamponu) 10 mM EDTA
100pg /mlRnase A
Tampon P2 200mM NaOH, %1 SDS Oda sicakligi

Tampon P3

(Notralizasyon Tamponu)

3.0 M potasyum asetat
pH:5.5

Oda sicakligi veya 2-8°C

%15 isopropanol (v/v)

Tampon QBT 750 mM NaCl Oda sicakligi
(Adsorpsiyon Tamponu) 50mM MOPS, pH:7.0

%15 isopropanol (v/v)

%0.15 Triton X-100 (v/v)
Tampon QC IM NaCl Oda sicakligi
(Yikama Tamponu) 50 mM MOPS, pH:8.5

%15 isopropanol
Tampon QF 1.25 M NaCl Oda sicakligi
(Desorpsiyon Tamponu) 50mM Tris-HCI, pH:8.5
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3.2.3.2 Deneyin Yapihsi

1. Bakteri kiiltiirii

3.2.1.2 boliimiinde anlatildig1 gibi pVAX1/lacZ plazmidli E.coli DHS a bakteri hiicreleri 250
ml’lik LB besiyeri ortaminda 37°C’de 200 rpm’de ¢ogaltilarak,+4°C’de santrifiij edilen

orneklerden bakteri kiiltiirii olusturuldu.
2. AlKkali lizis islemi

Kit ile pDNA saflastirilmasi isleminin ikinci basamagi alkali lizis islemidir. Tablo 3.2 ‘de
gosterilen Tampon 1(stispansiyon), Tampon 2(lizis), ve Tampon 3 (nétralizasyon) ¢ozeltileri

kullanildi.

Tampon 1 ¢ozeltisi kullanilmadan 6nce RNaz A ¢ozeltisi tampon 1 ¢dzeltisine ilave edilir ve
bakteriyel hiicreler vorteks ile karistirilarak siispanse edilmesi saglanir. Elde edilen ¢ozeltiye
Tampon 2 ¢ozeltisinin ilave edilmesi ile genomic DNA’nin ¢dkmesi saglandi.Bu asamada
elde edilen ¢ozelti viskoz goriinlim kazandi. Kit ile alkali lizis isleminin son asamasinda
Tampon 3 ¢ozeltisi kullanilarak genomik DNA, protein ve E.coli DH5a bakteri hiicre
duvarlar parcalanarak ¢oker.Lizat ¢ozeltisi daha az viskoz haline gelir, ancak kabarik beyaz

materyallerin lizat 6rnegi i¢inde goriintiisii belirginlesir.
3. Lizat drnegini temizleme islemi

Alkali lizis isleminden sonra lizat 6rnegi santrifiij edilir. pVax1/lacZ plazmid DNA’sin1 igeren
siiziintii ¢okeltiden ayrilir. Ornek kolona verilmeden lizat 6rneginin seffaf olmas1 ve partikiil

icermemesi istenir.
4. DNA adsopsiyonu islemi

Yiiksek kopya sayisina sahip plazmid olan pVaxl/lacZ plazmidinin saflagtirilmasinin DNA
adsorbsiyon, yikama ve desorbsiyon islemleri i¢in  kullanilacak kolon protokoliin 6nerisi
dogrultusunda se¢ildi. Secgilen kolon igerigi Tablo 3.2°de gdsterilen QBT tamponu ile
yikanarak kolonun ylizey gerilimi diisiiriildii. Lizat 6rnegini temizleme asamasinda elde edilen
pDNA igeren temiz lizat 6rnegi kolona uygulandi.pDNA’nin kolona adsorbe edilmesi

saglandi.
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5. Yikama islemi

Kolonda adsorbe edilen pDNA QC tampon ¢ozeltisi ile yikanarak pDNA ile birlikte adsorbe
edilmis o©zellikle protein maddelerinin ve diger istenmeyen maddelerin uzaklastirilmasi

saglandi.
6. Desorpsiyon islemi

Kolona adsorbe olmus ve yikanmig pDNA 6rnegi tablo 3.2 ‘de igerigi yer alan QF tamponu

ile kolondan elue edildi.
7. isopropanol ile ¢coktiirme islemi

Elue edilen pDNA ¢o6zeltisine isopropanol ilave edilerek hizlica karistirilir ve santriifiij edilir.
Siiziintli ¢okeltiden ayrilir ve saf pDNA igeren ¢okelti etanol ile yikanir, santrifiij edilir ve oda
sicakliginda kurumaya birakilir. Kurutulan ¢okelti Tris HCI ¢ozeltisinde ¢oziinerek elde

edilen saf plazmidin ¢ozeltisinin konsantrasyonunu belirlemek i¢in spektral analizi yapilir.

Yiiksek kopya sayisina sahip plazmid olan pVaxl/lacZ plazmidinin saflastirilmasinin DNA
adsorbsiyon, yikama ve desorbsiyon islemleri igin  Qiagen-tip 2500 kolonu protokoliin
onerisi dogrultusunda secildi. “Qiagen Plazmid Mega and Giga Kits” ile pDNA saflastirilmasi

islemi boyunca kullanilan kolonlar tek kullanimliktir.

3.2.3 Spektral Yontem ile DNA Analizi

Niikleotidlerin heterosiklik halkalar1 260 nm dalga boyunda maksimum absorbsiyon 6zelligi
gosterir. 260 nm’de Olgililen absorbsiyon saf olarak izole edilen niikleik asitlerin mikrogram

diizeyinde miktarinin belirlenmesinde kullanilir.

Cift zincirli DNA molekiilleri i¢in 1 optik dansite (OD) 50 pg/ml ye karsilik gelir.Cift zincirli

DNA i¢in miktar belirlenmesinde asagidaki esitlik izlenir;
DNA (ug/ml) = Azsp x seyreltme oran1 x 50 (3.2)

Tek zincirli DNA ve RNA molekiilleri i¢in 1 optik dansite (OD) 40 pg/ml’ye karsilik gelir.

Tek zincirli DNA i¢in miktar belirlenmesinde asagidaki esitlik izlenir;

DNA(ug/ml) = Azg0 x seyrltme oran1 x 40 (3.3)

44



260 nm ve 280 nm dalga boylarinda okunan degerler arasindaki oran niikleik asitlerin saflig
hakkinda bilgi vermektedir. Saflastirilmis DNA’da Ajzep / Azgo orami yaklasik 1.75-1.80’in
iizerinde olmalidir. (Hardy K.G.,1993)

3.2.4 pVAX/lacZ Plazmidli E.coli DH5a Hiicrelerine Alkali Lizis** Isleminin

Uygulanmasi

3.2.3.3 Gerekli Cozeltiler
o (Cozelti (Buffer) 1

(Stispansiyon Cozeltisi)
50 mM glukoz veya S/RNAse
10 mM EDTA
25 mM Tris-HCI

Cozeltinin pH’s1 8 ‘e 1 M HCl ile ayarlanmustir.

o (Cozelti (Buffer) 2

(Lizis Cozeltisi)
1% SDS(w/v)

200 mM NaOH

o (Cozelti (Buffer) 3

(Notralizasyon ¢ozeltisi)
3M CH3COOK

11.5 % (v/v) glasial asetik asid

™ Bu béliimde kullanilan alkali lizis islemi Birnboim & Dolly tarafindan 1979°da yaymlanan alkali lizis ile
plazmid saflastirma islemi referans alinarak Minho tiniversitesinde Kimya Biyoloji laboratuvarinda (Portekiz)
gelistirilmistir.
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3.2.3.4 Deney Yapihisi

1-

3.24

250 ml LB ortaminda ¢ogaltilan ve ¢oktiiriilen pVAX1/lacZ plazmidi igeren E.coli
DH5a hiicrelerine 8 ml ¢ozelti 1’den ilave edildi. Hiicrelerin siispansiyonu saglanana
kadar vorteksle karistirma yapildi.

Siispanse olmus hiicrelerin olusturdugu lizatta ¢ozelti 2°den 8 ml manuel karigtirma
gerceklestirerek ilave edildi. Karisim 10 dakika oda sicakliginda bekletildi. Genomik
DNA’nin ayrilmasini saglamak i¢in vorteks yerine manuel karigtirma tercih edildi.
Lizat viskoz goriiniim kazandi.

Lizata 8 ml ¢ozelti 3’iin manuel karigtirma saglanarak ilave edilmesi ve 6rnegin 10
dakika buz banyosunda bekletilmesinden sonra genomic DNA, protein ve hiicre
kalintis1 igeren beyaz c¢okelti olustu. Cozelti 3 lizata ilave edilmeden 6nce buz
banyosunda bekletildi.

Lizattan ¢okeltiyi uzaklastirmak ve siizlintiide kalan plazmidi elde etmek i¢in 15000g
"de 20 dakika 4°C sartlarinda santrifiij islemi gerceklestirildi.

Elde edilen siizlintlinlin temizliginden emin olunmadigr durumlarda santrifiij iglemi
sartlar degistirilmeden bir yada iki kez tekrar edildi.

Yukardaki islemlerin sonucunda lizat 6rneginden genomik DNA, E.coli DH5a hiicre
duvari ve protein ¢oktiiriilerek uzaklastirildi.

Yukarida anlatilan alkali lizis islemi sonucunda pDNA ve RNA igeren lizat ornegi
polimerik yiizey aktif maddeler ile RNA’dan uzaklastirilarak, saflastirilmasi igin

gelistirilecek yontemde kullanilmak i¢in -4° C’de saklandi.

Alkali Lizis Metodu

SDS deterjan maddesi ile kombine alkali lizis islemi (Birnboim & Dolly,1979) ile E.coli

hiicrelerinden plazmid DNA’smin izolasyonu 20 yildir kullanilan bir yontemdir. Bakteriyel

stispansiyonun anyonik deterjan ile yiiksek pH’da muamele edilmesi ile bakteriyel hiicre

duvarlart acilir. Kromozomal DNA ve protein denatiire olur, agiga ¢ikan plazmid DNA

slipernatanta gecer. Alkalin ¢ozeltileri baz ¢iflerini tamamen bozsa da ccc p(DNA)’sina veya

sc p(DNA)’s1na ait baz ¢iftlerini bu molekiiliin topolojisi yliziinden bozamaz.

Lizis islemi siiresince bakteriyel protein, kirtlmis bakteriyel hiicre duvarlari ve denatiire

edilmis kromozomal DNA dodesil siilfat ile kaplanmis biiyiik bir kompleks haline gelir. Bu

kompleks sodyum iyonlar1 potasyum iyonlari ile yer degistirdiginde etkili bir sekilde ¢oker.

Denatiire edilmis materyalin santrifiij ile ¢oktiiriilmesi ile plazmid DNA siipernatantta kalarak
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elde edilir.

SDS varliginda alkali lizis islemi ile E.coli bakteri hiicrelerinin farkli suslarinin 1 ml ile 500

ml’lik kiiltiir ortamlarina uygulanabilir bir yontemdir. (Sambrook J.R, 1989)

3.2.5 Saflastirmada Kullamilacak Peg-10 Tallow’un Yapisal Analizi

3.2.5.1 Peg-10 Tallow’un Genel Ozellikleri

Peg-10 tallow katyonik ylizey aktif maddesi plazmid DNA’nin saflagtirilmasi igin
gelistirdigimiz ¢oktiirme yonteminde ¢oktiirme ajani olarak kullanildi. Cizelge 31°de Peg-10

tallow yiizey aktif maddesine ait genel 6zellikler goriilmektedir;

Cizelge 3.1 Peg-10 tallow katyonik yiizey aktif maddesinin genel 6zellikleri (Sigma)

Peg-10- tallow N,N’,N’- Polioksietilen (10)-N tallow- 1,3-di amin propan
Kimyasal Yapisi ; '
e, - caOj<H
R—N—C3H;—N |
\CH; - CH,0lvH
1

.CH; - CH,0/zH

Ticari ad1 EDT-20 (Ethoduomeen)

Renk Koyu Kehribar rengi

Madde hali Likid

Kategorisi Deterjan-katyonik

Klasifikasyonu Etiloksitlenmis Diamin

Aciklama Suda ¢oziilebilen kuarterner amin olup mikrobial hiicrelerden

enzimlerin ekstraksiyonu kullaniminda faydalidir. 100 gram
hiicre agirlig1 icin 1 ml peg-10-tallow pH:7.3-8.0 tamponunda

kullanilmasi gereklidir.
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3.2.5.2 Peg 10- Tallow Bilesiginin Yapisal Analiz i¢in Yapilan Incelemeler

Plazmid DNA’nin ¢oktiiriilerek saflagtirilmasinda kullanilan katyonik yiizey aktif madde olan

Peg-10 tallow ‘un yapisal analizi asagidaki sirayla incelendi.

1. Bilesigin FT-IR spektrumu alindi,

2. Bilesigin %2.5,%5, %7.5 ve %10 HCI konsantrasyonlarindaki HCI asid ¢ozeltileri ile

muamele edildikten sonra FT-IR’ spektrumu alind,

3. Bilesigin deiyonize su ile muamele edilmis 6rneginin FT-IR spektrumu alind,
4. Bilesigin "*C ve '"H NMR spektrumlar1 alinds,

5. Bilesigin Elementer Analizi yapildi,

6. Bilesigin ¢oziinme o6zelligi gosterdigi organik c¢oziiciiler belirlendi ve bilesigin sulu

ortamdaki UV-VIS spektrumu alind1.

3.2.6 Peg-10 tallow Kullanilarak Coktiirme Yontemi ile pDNA’nin Saflastirilmasi

3.2.6.1 Gerekli Cozeltiler
0.1 M Tris-HCI, pH: 8.7
1.22 gr Trizma maddesi tartilip 70 ml destile suda ¢oziilmiistiir.Derisik HCI1 ¢ozeltisi
ile pH: 8.7°ye ayarlanip total hacim 100 ml’ye destile su ile tamamlanmistir. Hacim
tamamlanmasi sirasinda pH ayarinin degismemesi saglanmistir. Cozeltinin pH’s1 her

giin, calisma Oncesi, kontrol edilmistir.Hazirlanan ¢6zelti oda scakliginda saklanmustir.

0.1 M Tris-HCL, pH:9.5
1.22 gr Trizma maddesi tartilip 70 ml destile suda ¢oziilmiistiir.Derisik HCI1 ¢ozeltisi

ile pH: 9.5’e ayarlanip total hacim 100 ml’ye destile su ile tamamlanmistir. Hacim
tamamlanmasi sirasinda pH ayarinin degismemesi saglanmistir. Cozeltinin pH’s1 her
glin, calisma Oncesi, kontrol edilmistir. Hazirlanan ¢ozelti oda sicakliginda

saklanmustir.

%10 HCI Stok Cozeltisi
Yogunlugu 1.18 gr/ml olan derisik HCI ¢ozeltisinden 25 ml 6rnek alinip 100 ml’ye
tamamlanmustir. %10 HCI stok ¢o6zeltisi kullanilarak %7.5, %7, %6.5, %6.0, %S5.5,

%5.0, %4.5 HCI ¢ozeltileri hazirlanmistir.Cozeltiler oda sicakliginda saklanmaistir.
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3.2.6.2 Deneyin Yapihsi

1.

Alkali Lizis islemi sonunda elde edilen lizattan 250 pl alinip 245 pl deiyonize suda
¢coziilmiis ve iizerine 5 pl PEG-10-tallow propan amin ilave edilmistir. Karigim
vorteksle PEG-10-tallow propan amin ¢oziinlinceye kadar karistirilmistir.

Karisim sogutmali santrifiijde 4°C’de 15 dakika 18000 rpm’de santrifiij edilmistir.
Cokelti siiziintiiniin pipet yardimi ile ayrilmasi sonucu elde edilmistir. Siiziintii
(stiziintii 1) agaroz jelde yiiriitiilmek ve incelenmek amaciyla 4°C’de saklanmustir.
Cokelti (¢okelti 1)’e 500 pl deiyonize su ilave edilmistir.Ornegin oldugu tiip 2-3
cevrilerek deiyonize su ile ¢okeltinin yikanmasi saglanip 18000 rpm’de ve 4°C’de 5
dakika santrifiij edilmistir.Yikama asamasinda elde edilen siiziintli (siiziintii 2) jelde
yiiriitiilmek ve incelenmek amaciyla 4°C’de saklanmustur.

Yikamadan sonra ¢okelti (¢okelti 1) 487 ul 0.1 M Tris-HCIl’de ¢oziilmiistiir.Cozeltiye
5 ul PEG-10-tallow propan amin, 8 pul farkli konsantrasyonlarda HCl ¢ozeltisi ilave
edilip 10 dakika buz banyosunda bekletilmistir. Buz banyosundan hemen sonra
karistm 18000rpm’de 4°C’de 15 dakika santrifiij edilmistir. Cokelti (¢okelti 3) pipet
yardimiyla siiziintiiden ayrilmistir. Stziintii(siiziintii 3) agaroz jelde yiiriitiillmek ve
incelenmek amaciyla 4°C’de saklanmustir.

Cokelti (¢okelti 2) iizerine 500 pl deiyonize su ilave edilmistir. Ornegin oldugu tiip
2-3 kez cevrilerek deiyonize su ile ¢okeltinin yikanmasi saglanip 18000 rpm’de ve
4°C’de 5 dakika santrifiij edilmistir.Yikama asamasinda elde edilen siiziintii (siiziintii
4) jelde yiiriitiilmek ve incelenmek amaciyla 4°C’de saklanmustir.

Yikanmis c¢okelti (¢okelti 2) 500 pl 0.1 M Tris-HCl pH:9.5 tampon c¢ozeltisinde
¢Oziilmiistiir . Agaroz jelde yiiriitiilmekve incelenmek iizere 4°C’de saklanmustur.
Coktiirme prosediiriiniin sonunda elde edilen Siizlintii 1, Siziinti 2, Cokelti 2,
Siiziintii3, Siiziintii 4 6rnekleri c¢alismanin yapildigi giin kalitatif analiz i¢in agaroz
jel elektroforez’e uygulanmistir.

Coktiirme prosediirii tamamlandiktan sonra agaroz jel elektroforezine uygulanan

12ul’lik karisimin bilesimi asagidaki gibi hazirlanmistir ;

Ornek.....oeeeeveeiieieeecee e, 8ul
TritonX-100.......ccccovveereeieennnns 2ul
Ornek yiikleme tamponu........... 2ul
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3.2.6.3 Peg-10 tallow ile Coktiirme Yonteminin iletkenlik Degerlerinin Belirlenmesi

Peg -10 tallow’un ¢oktiirme ajani olarak kullanildigt pDNA’nin ¢oktiiriilerek saflastirilmast
yonteminde olusturulan kosullarmin iletkenlik degerleri kondiiktometre ile okundu. Iletkenlik

degerlerinin okundugu kosullar agsagida verildi ;

1. Peg-10 tallow katyoinik yiizey aktif maddesinin 0.002-0.02 (v/v) konsantrasyonlar1 i¢in

deiyonize su ortamindaki iletkenlik degerleri belirlendi.
2. 0.1 M Tris-HCI tampon ¢ozeltisinin pH:7-10 araligindaki iletkenlik degerleri belirlendi.

3. Tris-HCI tampon ¢ozeltisinin 0.2 M, 0.1M, 0.05M, 0.04M, 0.03M, 0.02M, 0.01M

konsantrasyonlari i¢in iletkenlik degerleri belirlendi.

4. pH:8.7 olan 0.1M Tris-HCI tampon ¢o6zeltisine farkli miktarlarda peg-10 tallow katyonik
ylizey aktif maddesinin 0.002-0.02 (v/v) konsantrasyonda ilavesi ile iletkenlik degerlerinde

meydana gelen degisimler belirlendi.

5. pH:8.7 olan 0.1 M Tris-HCI tampon ¢ozeltisinden olusan ortama 0.01(v/v) peg-10 tallow ve
%1-%10 araliginda degisen HCl asid ¢ozeltisinin ilavesinin iletkenlik degerlerinde

olusturdugu degisimler belirlendi.
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3.2.6 boliimiinde anlatilan peg-10 tallow ile plazmid ¢oktiirme isleminin akim semasi1 asagida

sekil 3.5’te verildigi gibi 6zetlenebilir;

Lizat + peg-10 tallow

»  Santrifiij Islemi

Cokelti (1) Stipernatant (1)
Yikama slemi Yikama Siipernatanti (1)
\ 4
Cokelti( 1) 0.1 M Tris-HCI pH:8.7°de
¢Oziillr
= Santrifiij islemi %!’lik agarose gel
elektroforezi
Cokelti (2) Siipernatant (2)
Yikama Islemi Yikama Siipernatanti (2)

A 4

Cokelti (2) 0.1 M Tris-HCl
pH:9.5’de ¢oziiliir.

%1°lik agaroz gel elektroforezi

%1°lik agaroz gel elektroforezi

Sekil 3.5 Peg-10 tallow ile plazmid ¢oktiirme yonteminin sematik diyagrami
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3.2.7 Yiksek Hizhh Santrifiij

Yiiksek sicakliga duyarli olan biyolojik materyallerde, homojenattaki diger molekiillerden
ayirma ve saflagtirma islemi i¢in yliksek devirli ve 1s1 kontrollu santrifiijler kullanilmaktadir.
Sicaklik +4°C ve dolaylarinda ve hiz kontrol altinda tutulmalidir. Hiza bagh santrifiijlemede
daha agir olan molekiiller diisiik devirli santrifiijlemeyle, daha hafif molekiilleri ise ¢ok

yiiksek hizda dondiirerek ¢oktiirme islemi gergeklesirilir.

Yiiksek hizli santrifiijlerin hiz araligi 1.000-25.000 devir/dakika’dir. Maksimum RCF
(santrifiyj kuvveti) degeri 50.000 x g’dir. Rotorlar karbon-fiber karisimi hafif malzemeden

imal edilerek hizlanma ve durma siirelerinin kisa olmasi saglanmaktadir.
RCF =1.119x107 (devir/dakika)’ (r) (3.1)
r : gb¢ eden partikiillerin merkezdeki doniim eksenine uzakligi (cm)

Biyolojik oOrneklerin hazirlanmasinda orta yada yiiksek hizli santrifiijler kullanilir. Bu
santrifiijjlerle biyolojik f{riinlerin kimyasal par¢alanmasindan sonra hiicresel atiklar yok
edilebilmektedir. Hiicre organelleri; nukleus, mitokondri, kloroplast, makromolekiiller;

niikleik asitler, proteinler ¢oktiiriilerek ayrilabilmektedir.(Temizkan G.,2004)
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3.2.8 ATPS Sistemi ile pPDNA’nin Saflastirilmasi

3.2.8.1 PEG 600’iin Genel Ozellikleri

Cizelge3.2 PEG 600 maddesinin genel 6zellikleri

PEG 600 Polietilen glikol 600 gr/mol
Kimyasal Yapisi (C,H40), H,O
H (OCH,CH,);; OH
Ticari ad1 PEG, Carbowax®
Renk Renksiz, seffaf
Madde hali Likid
Coziiniirligii Suda ¢6ziinii

Erime noktasi

20-25 0C (68-77 F)

Aciklama

Suda c¢oziilebilen lineer polimer grubuna aittir. Toksiditesi
diistiktiir.[ Victor O. Sheftel (2000). Indirect Food Additives

and Polymers: Migration and Toxicology ]

3.2.8.2 Deneyin Yapihisi

E.Coli lizati, PEG ve Amonyum siilfat karism1 5 gr olacak sekilde tartildi ve karisim vorteksle
karistirildi. Karisim ornegi 15000xg’de 30 dakika +4 °C’de santrifiij edildi. Santrifiij
isleminden sonra {ist faz ve alt faz olusumu gozlendi. Iki ayr1 fazdan alinan &rnekler %1 ‘lik

agarose jel elektroforezde yiiriitiildii. Calisma boyunca 6rnekler buzdolabinda saklandi.

3.2.8.3 ATPS sisteminden elde edilen Ornegin isopropanol ile Muamele Edilmesi

ATPS sisteminden elde edilen 200 pl alt faz deiyonize su ile iki buguk kat oraninda
seyreltildi. Seyreltilen 6rnegin total hacminin 0.7’si kadar iso propanol alkol ¢ozeltisi ilave

edildi. Karisim kuvvetlice calkalandi ve 30 dakika +4 °C’de (buz banyosunda ) bekletildi.
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Ornek 15000x g’de 30 dakika +4 °C’de santrifiij edildi. Siiziintii elde edilen c¢okeltiden
dikkatlice dekante edildi. Isopropanolle muameleden elde edilen ¢okelti %70 etanol ile
15000x g’de 30 dakika +4 °C’de santrifiij edildi. Elde edilen plazmid Tris-EDTA pH:8.01
cozeltisinde ¢oziilerek ve %1°lik agaroz jel elektroforezine uygulanarak kalitatif olarak

belirlenmeye calisildu.

3.2.8.2 ve 3.2.8.3 boliimlerinde anlatilan deneylerin yapilisinin sematik diyagrami asagida

sekil *de verilmistir;

PEG 600 (35%)- Amonyum Siilfat(6%) + Lizat

e  Vorteks, santrifiij

O ©

Plazmid, RNA

v Isopropanol ile ¢oktiirme l
Cokelti Stiziinti
0 %70 etanol ile yikama
0 kurutma
Cokelti, “Plazmid”

Sekil 3.5a Aqueous two phase sistemi + isopropanol ile plazmid saflastirma isleminin
sematik diyagrami
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3.2.9 ATPS Ayirma Sistemi

ATPS biyolojik maddelerin (protein, niikleik asit, viriisler ve hiicreler) ayrilmasi ve
saflagtirilmasinda gibi biyoteknolojik uygulamalarda kullanilan etkili iki fazli sulu
sistemlerdir. Bu sistemler polimer-polimer karisimindan olusan iki fazl sistemler olabilecegi
gibi, polimer — tuz iki fazli karigimdan olusurlar. Polimer- tuz ATPS sistemlerinde fazlar daha

az viskoz olup, bu sistemle ayirma islemi daha kisa siire almaktadir (Hatti - Kaul, 1999) .

3.2.10 Agaroz Jel Elektroforezi ile pPDNA’nin Saflik Analizi

Plazmid DNA’nin saflastirilmasinda kullanilan ve yukardaki boliimlerde anlatilan iki ayri

yontem ile alinan sonuglar agaroz jel elektroforezi ile analiz edildi..

3.2.10.1 Elektroforez isleminde Kullanilan Cézeltilerin Hazirlanmasi

Yiiriitme Tamponu

Agaroz jel elektroforezi ¢aligsmalari sirasinda tank tamponu olarak Tris-Asetat-EDTA (TAE)
kullanilmistir. Bu tampon 50 kez konsantre stok olarak (S0XTAE) hazirlanmis, elektroforez

icin 1XTAE tamponu kullanilmistir. Tamponun bilesimi asagida verilmistir;

S0XTAE Tamponu Bilesimi (2M Tris, 1M Asetik asid, 50 mM EDTA pH:8.0);

Trizma baz.......cccceevevveennennn. 242gr
Asetik asid.......cccceeeeiieiiiennne 57gr
EDTA...oooioieieeeeeee 100ml
Deiyonize su........cccevveenvennnns 1000ml

NaEDTA x 2H50.ccovveeeeaaneee. 18.6 gr
Deiyonize su.......ccccveeeeveeennnennn. 70 ml
NaOH(10M).....coovevieiieieieenene 5ml
Deiyonize su........ccceeeveeeeeennennee. 100ml
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Ornek Yiikleme Tamponu

Agaroz jele uygulanacak Ornekleri kuyucuklara yiiklemek i¢in Ornek yiikleme tamponu
kullanildi. Ornek yiikleme tamponu hazirlandiktan sonra mikro tiipe bir miktar alimip oda

sicakliginda saklandi.

Ornek Yiikleme Tamponu Bilesimi;
Bromfenol mavisi.......c.ccceceeveeiennee %0.25
Gliserol(suda)........ccceeevveveeereenrennen. %30

Etidyum Bromiir Stok Cozeltisi

Jele uygulanan ve yiiriitiilen DNA molekiillerinin goriintiilenmesi i¢in etidyum bromiir (EtBr)
kullanilmistir. DNA molekiillerinin olusturdugu bantlar UV 15181 altinda floresan etki gosteren
etidyum bromiir boyast ile boyanarak gériiniir hale gelir. Ornekler jelde yiiriitiildiikten sonra
0.5 pg/ml EtBr iceren destile suda boyanarak goriintiilenmistir. UV 15181 altinda floresans

ozelligi gosteren Etidyum Bromiir bilesiginin yapist sekil 3.6’da goriildiigii gibidir.

Sekil 3.6 Etidyum bromiir yapisi

3.2.10.2 Elektroforez Islemi

Elektroforez islemi icin %1 konsantrasyonunda agaroz jel kullamilmistir. 0.4 gr agaroz
tartilarak 40 ml TAE tamponu ile karistirilmis ve mikrodalga firinda agaroz tamamen
cozlinene kadar beklenmistir. Cozelti 10-15 saniye musluk suyunda sogutularak jel tepsisi
iizerine dokiilmiis ve kuyucuklarin olusmasi igin tarak yerlestirilmistir. Jel polimerlestikten
sonra tarak ¢ikarilmistir. Jel tepsisi tank i¢indeki yerine yerlestirilerek jelin {izerini tamamen
ortecek sekilde yiiriitme tamponu ilave edilmistir. Ornekler yiikleme tamponu ile

karistirildiktan sonra kuyucuklara yiiklenmis ve 200mA gerilim altinda yaklasik 120 dakika
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yuritiilmistiir. Jel EtBr iceren destile suda yaklasik 15 dakika bekletilmis ve UV 1s1k altinda

goriintiilenmistir.

3.2.11 Agaroz Jel Elektroforezi

Elektroforez, yiiklii molekiillerin elektriksel alandaki harekelerinin izlendigi bir tekniktir. Bu

sistemde analizi yapilacak 6rnek bir destek ortamina uygulanir.

DNA ve RNA molekiillerini tanimlamakta kullanilan standart yontem destek ortami olarak
agaroz’un kullanildig1 elektroforezdir. Agaroz bir kirmizi alg tiirii olan Agar agar’dan izole
edilen dogrusal bir polisakkariddir. Agaroz sicak suda ¢oziiniir ve sogutuldugu zaman
polimerde karsilikli hidrojen baglarinin olusumu ile jel yapist olusur. Bu olusum geri
doniistimliidiir. Agaroz konsantrasyonu %0.5-1.5 arasinda degistirilerek jelin por c¢ap1

ayarlanabilir ve uygulamada yatay sistem tercih edilir..

Kiicik DNA fragmentleri icin yiiksek biiyiik DNA fragmentleri icin diisiik agaroz

konsantrasyonu kullanilarak DNA’nin jelde en uygun sekilde yiiriimesi saglanabilir.

oH
o oOH
o
H o
|
oOH CH n

Sekil 3.7 Agaroz molekiil yapisi

Plazmid DNA’sinin jeldeki goriintiisii genellikle ti¢ farkli bi¢cimi gozlenir; sliper sarmal bigim,
gevsek sarmal bicim, ve dogrusal bi¢im. Eger saflastirma bi¢imi dogru yapilmissa jelde

sadece siiper sarmal ve gevsek sarmal formlar goziikecektir.

DNA ‘nin jelde goriiniir hale gelebilmesi etidyum bromiiriin DNA baglar1 arasina baglanarak
300 ve 360 nm ‘de 15181 absorblamas1 sonucu fluoresans etki gostermesi ile olur. Bu etki DNA

konsantrasyonuna bagli olarak kuvvetli veya zayif olabilir.

Uygulamalarda genellikle 0.1-0.5 pg/ml EtBr konsantrasyonu kullanilir. (Temizkan G.,2004)
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4.

4.1

SONUCLAR

pVAX1/lacZ Plazmidi [htiva Eden E.coli DHSe Hiicrelerinin Cogaltilmasinin

Sonuglari

pVAXIl/lacZ ihtiva eden E.coli DH5a hiicrelerini 25 ml’lik LB besiyeri ve kanamisin
antibiyotigi igeren ortamda 14 saatlik inkiibasyonu sonucunda 600 nm’de okunan
absorbans degerleri sirasiyla 6rnek 1 i¢in 7.38, drnek 2 i¢in 7.83 ve ornek 3 icin 7.92

olarak bulundu.

Ayni 6rneklerden ,250 pl kanamisin antibiyotigi igeren 250 ml’lik LB besiyeri ortamina 1
ml ilave edildiginde ortamin baglangi¢ absorbansinin 0.2 olmasi i¢in yapilan

hesaplamalarda asagidaki formiil kullanild;

0.2%FXH50 = A%X ettt st (4.1)
A: 25 ml’lik LB besiyerinde ¢ogaltilan 6rneklerin 600 nm’deki absorbans degeri.

X: 25 mI’lik besiyerinden alinacak hiicre miktar1 (ml)

Yukardaki formiile gére yapilan hesaplamalarda 6rnek1’den 6.96 ml, 6rnek 2°den 6.55 ml

ve Ornek 3’ten 6.48ml alinarak 250 ml’lik LB besiyerine aktarilmasi gerektigi bulundu.

250 ml’lik kanamisinli LB besiyerine aktarilan plazmidli E.coli hiicrelerinin 1.5 saat
arayla 600 nm’de okunan absorbans degerleri ¢izelge 3.2°de verilmistir. Bu absorbans

degerlerine gore E.coli bakteri hiicrelerinin ¢ogalma egrisi sekil 3.3’te verildi.

pVAXIl/lacZ plazmidi igeren E.coli DH5a hiicrelerinin 7.5 saatte 600 nm’deki absorbans

degerleri ~ 2.3’e ulastig1 gozlemlendi.
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Cizelge 4.1 E.coli DH5a susuna ait 600 nm’deki absorbans degerleri

Inkiibasyon | Ornek 1 Ornek 2 Ornek 3
Zamani(saat)
OD600 nm | OD 600 nm | OD600 nm
0 0.200 0.200 0.200
1.5 0.285 0.292 0.295
3.0 0.506 0.520 0.524
4.5 0.914 0.944 0.946
6.0 1.694 1.808 1.792
7.0 2.085 2.199 2.100
7.5 2.244 2.376 2.265

OD( 600 nm)

0 T T T T T T T

0 15 3 45 6 7 75 —e—0rnek 1

inkiibasyon zamani (saat) —=—0rnek 2

—A—0rnek 3

Sekil 4.1 E.coli DH5a konakgisina ait biiyiime egrisi
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4.2 Referans Olarak Kullanilacak Plazmid DNA’simin Kit ile Saflastirilmasinin

Sonugclar

Sekil 4.2 Kit ile saflastirilan pDNA’nin %1°lik agaroz jelde incelenmesi

2 numarali kuyucuk; Saf DNA,

3 numarali kuyucuk; Saf DNA,

4 numarali kuyucuk; Hatali uygulama
6 numarali kuyucuk; Ornek;

8 numarali kuyucuk; Ornek,

10 numarali kuyucuk; Orneks

12 numarali kuyucuk; Orneky

Kit ile saflastirilarak elde edilen referans plazmid DNA’nin saflagtirilma isleminin
incelenmesi %1°lik agaroz jel elektroforezi ile gerceklestirildi. Sekil 4.2°de kit ile saflastirilan
plazmid DNA’nin saflastirma basamaklarindan alinan 6rneklerin incelenmesi goriilmektedir.
1. ve 2. kuyucuga uygulanan saf plazmid DNA bu ¢alismanin referans plazmid 6rneklerini
olusturmaktadir. Bu Ornekler daha once kit ile saflastirilmis konsantre plazmid DNA
cozeltileridir. Bu ornekler (1. ve 2. kuyucuklardaki Ornekler) sekil 4.2°de ki agaroz jel
elektroforezinde referans plazmid Ornegi olarak kullanildi. 6 numarali jel kuyucuguna
uygulanan 6rnek 1 kit ile yapilan alkali lizis isleminden plazmidin basarili olarak izole

edildigini gostermektedir.
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8. ve 10. kuyulara uygulanan 6rnek 2 ve 6rnek 3’te plazmid DNA’ya ait bandin olmamasi kit
ile saflastirma sirasinda kolonda plazmid DNA’nin tamamen tutuldugunu gostermektedir. 12
numarali kuyudaki plazmid DNA’ya ait goriintii kit ile saflastirma isleminin en son

basamaginda kolondan pDNA ‘nin basarili elue edildigini gostermektedir.

4.2.1 Kitile Saflastirilan Plazmid’in Konsantrasyon Hesabi

Kit ile saflagtirilan pVAX1/lacZ plazmid ¢ozeltisi 1:50 oraninda seyreltilerek 260 ve 280
nm’deki absorbanslar belirlendi. Ax9=0.361 ve A,30=0.190

A60/A280= 0.361/0.190 = 1.9......ccooereeeeeeseeeeeeeeeeseeee oo seee e seseeesseeeseeeeeseeeeseeeeeeseee e (1)
0.361% 50 = 18.05..c...meeeeeeereeeseeeeeeeseeeeeeeeeeseseeeseeeeeeesseeseseeeesseesesseesesseessseesesseessseesseseesseeses )
0.190% 50 = 0.5...veeooeeeeeeeeeeeeseeeeeeeeeeeeeseeeeseeseesseeeseeeseesseeeeeessesseeeeseeseessseeeseeseesseeeseessesseeesese 3)
18.05 /9.5 = 1.9 eeeeeee e eseee e eeeseee (4)
18.05 #50 =002.5 LG/ML....ovveeeoeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeseeeeeesseeeeeeeeeseeeeeeeeesseeeseeeeeeeeee (5)

500 ml pVAX1/lacZ plazmidli E.coli DH5a hiicre kiiltiiriinden Qiagen Inc® firmasindan
temin edilen “Qiagen Plazmid Mega and Giga Kits” ile yapildi. OD,69/ OD2gp = 1.9 (902.5
pug/ml) olan saf plazmid elde edildi.
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4.3 PEG-10 Tallow Bilesiginin Yapisal Analiz Sonuclari ve Degerlendirilmesi

Peg-10 tallow bilesiginin yapisinda yer alan fonksiyonel gruplarinin belirlenmesi
i¢in,elementer analiz,lH NMR, B NMR, FTIR ve bilesigin farkli ¢oziiciilerdeki UV

spektrumlari alindi, sonuglar degerlendirildi.

4.3.1 Peg-10 Tallow Bilesiginin Elementer Analiz Sonuclarimin Degerlendirilmesi

Peg-10 tallow bilesiginin  yapisinda yer alan elementlerin dagilimini ve % bilesimini
elementer analiz yontemi ile belirlenmistir.Elementer analiz sonuglar1 asagidaki ¢izelge 4.2°de

verilmistir; Molekiiliin element dagilimi C, H,O ve N atomlarindan olusmaktadir.

Cizelge 4.2 Peg-10 tallow bilesiginin elementer analiz sonuglari

C % 56.23
H % 30.28
O % 10.37
N % 3.12

4.3.2 Peg-10 Tallow Bilesiginin FTIR Sonu¢larinin Degerlendirilmesi

M0, 74

4000.0 3600 3200 2800 2400 2000 1800 1600 1400 1200 1000 800 650,0
"

Sekil 4.3. Peg-10 tallow bilesiginin FT-IR (ATR) spektrumu
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Sekil 4.3°de Peg-10 Tallow bilesigine ait FT-IR spektrumunda 3434 cm™ frekansinda goriilen
genis band bilesigin yapisinda yer alan O-H gerilmesi, 2922ve2852 cm™’deki ¢ift band -C-H
gerilmelerini, 1463 ve 1350 cm™ sirasiyla C-H diizlem i¢i asimetrik ve simetrik egilmesi,

935, 886 ve 721 cm™ C-H diizlm dis1 egilmesi ,1067 cm™’de C-O-C gerilmeleri belirlendi.

216378

&0
55
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Sekil.4.4 Peg-10 tallow’un %2.5, %S5, %7.5, %10 HCl ilavesiyle FT-IR (ATR)
spektrumunda meydana gelen degisimler,

Peg-10-tallow bilesiginin asid (HCI) ile muamele edildiken sonra alinan infrared
spektumunda 2163 cm™ frekans bolgesinde goriilen bandi ammonyum tuzlarmim olusumunu

gosterdigi diistintilmektedir. (bkz. Sekil.4.5) Peg-10 tallow bilesiginin yapisinin asid

ilavesinden sonra sekil 4.5 a’deki gibi degistigi diisliniilmektedir.

[(IZHZCHZO]X [(l:HZCHzo]y u [CH,CHLOIX  [CH,CH,0ly

N N - NN N
-~ ~ e
R V\/ [CH2CH20]Z R \HV\/F{ \[CH2CH20]Z

Sekil 4.5a Peg-10 tallow bilesigine asid ¢ozeltisinin etkisi

2922 ve 2852 cm’deki C-H gerilmesine ait ¢ift bandlar ve 1117 -1000 cm” C-O-C

gerilmelerine ait band’larin siddetinde azalma gézlemlendi.
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Sekil.4.5 Peg-10 Tallow bilesiginin suyla muamele edildikten sonra FT-IR spektrumunda
meydana gelen degisimler

Peg-10 tallow katyonik yiizey aktif maddesinin 1:2 (v/v) oraninda su ile etkilesimi sonucu 2.

giinde yapisinda meydana gelen degisimler infrared spektumu alinarak incelendi.( Sekil.4.5 )

OH gerilme bolgesini ifade eden 3300cm™’de ve 1600 cm'bolgelerinde pik siddetinde artig
gdzlemlendi. 2922 ve 2852 cm™’deki C-H gerilmesine ait ¢ift bandlar ve 1117 -1000 cm™

C-O-C gerilmelerine ait band’larin siddetinde azalma belirlendi.( Sekil.4.3 ) Molekiiliin su ile
etkilesiminin 5. giiniinde jellesme 6zelligi gosterdigi belirlendi. Peg-10 tallow bilesiginin

jellesmeden 6nce ve jellesmeden sonraki goriintiisii asagidaki gibidir;

Sekil 4.6 Peg-10 tallow yiizey aktif bilesiginin A; orginal 6rneginin goriintiisii B; jellesmis
orneginin gorlintlisii
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4.3.3 Peg-10 Tallow Bilesiginin NMR Sonuc¢larinin Degerlendirilmesi

Peg-10-tallow bilesiginin D,0 ¢oziiciisiinde alman 'H ve °C NMR’larindan alinan sonuglarla

Peg-10-tallow bilesiginin yapisinda yer alan temel fonksiyonel gruplar belirlendi.

Sekil.4.7 Peg-10 tallow ‘un 'H-NMR’1

Proton ("H)NMR’indan ( Sekil 4.7) alian sonuglara gore 6= 0.7 ppm ; (metil) —CHj
gruplari, 6=1 pm —CH, gruplari, 6=3.5 ppm’de polietilen glikol fonksiyonel gruplarina ait —
CH-O- gruplari, 6=1.2-2.0 ppm araliginda molekiiliin yapisinda yer alan O-H gruplarina ait H
protonlari, 6=2.4-2.7 ppm araliginda azot atomuna bagl (N-CH;) H protonlar1 belirlendi.

0=5-6 ppm araliginda gozlemlenen proton piki -C=CH- fonksiyonel grubuna ait oldugu
belirlendi. 6=6-13 ppm araliginda H pikinin gériilmemesi ile yapida asid (-COOH), aldehit

(-CHO ), ve aromatik gruplarina ait protonlarin olmadig1 belirlendi.
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Sekil 4.8 Peg-10 tallow’un °C-NMR’1

PC NMR sonuglari peg-10 tallow bilesiginin yapisinda yer alan fonksiyonel gruplarin
belirlenmesinde 'H NMR sonuglart ile paralellik gosterdigi belirlendi. (Sekil 4.8) =120-140
ppm araliginda goézlenen karbon pikinin proton NMR’inda belirlendigi gibi -CH=CH-

fonksiyonel grubunu tanimlamaktadir.

NMR sonuglarinin degerlendirilmesi sonucunda Peg-10 tallow yiizey aktif bilesiginin

yapisinda yer alan -R hidrofobik zincirinin aromatik fonksiyonel grubu igermedigi belirlendi.

4.3.4 Peg-10 tallow Bilesiginin UV spektrumlar1 ve Coziiniirliik Ozelliginin

Degerlendirilmesi

Peg-10 tallow bilesigini sulu ve organik ¢oziicii ortamlarda ¢oziiniirliik 6zelligi ve UV
spektroskopisinden alinan sonucglardan bilesigin farkli ¢oziiciilerdeki maksimum dalga boyu

belirlendi. Elde edilen sonuglar asagidaki ¢izelge 4.3’de toplu halde goriilmektedir;
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Sekil.4.9 Peg-10 tallow’un UV Spektrumu (H,O)

Cizelge.4.3 Peg -10 tallow bilesiginin ¢oziliniirliik 6elligi ve Amax degerleri

Coziicii ad1 Céoziiniirliik Ozelligi Amax
Su Coziiniir 220-400 nm
Etil Alkol Coziiniir 341 nm
Kloroform Coziiniir 262 nm
Asetonitril Coziiniir 257 nm
Dictileter Coziiniir 250 nm
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4.4 Peg-10 Tallow ile pDNA’nin Coktiiriilmesi Yontemi ile Elde Edilen Sonuclar

1. Katyonik surfaktant ile pDNA’nin ¢oOktiiriilerek saflastirilmast i¢in gelistirdigimiz
yontemde, Peg-10 tallow secici olarak pDNA’y1 ¢oktiirmek icin kullanilan yiizey aktif
maddedir. Caligmamizin birinci asamasinda lizatin pH’s1 5.10-5.20 araliginda iken 0.01(v/v)
Peg-10 tallow yiizey aktif maddesi %50 (v/v) lizat 6rneginden pDNA ve RNA’y1 segicilik
gostermeden lizat homojenatindan ayirarak ¢oktiirebildigi goriilmiistir. RNA molekiiliiniin
Siipernatant 1 6rneginde goriilen band1 katyonik Peg-10 tallow-pDNA- RNA’nin olusturdugu

kompleks olusumuna girmeyen RNA molekiiliine aittir. Kompleks kirli beyaz renktedir.

% 1’lik agaroz jel elektroforez goriintiilerinde bu asama “silipernatant 1”7 olarak ifade
edilmigtir. Tim agaroz jel elektroforez goriintiilerinde silipernatant 1’de pDNA bandi

gbzlemlenmedi.

2. Gelistirdigimiz ¢oktiirme yonteminde iki adet yikama asamasi mevcuttur. Yikama
deiyonize su ile yapilmistir. “Cokelti 17 ve “Cokelti 2” olarak adlandirilan Peg-10 tallow-
pDNA- RNA kompleksinin yikama asamasinda deiyonize suda ¢oziinmedigi goriilmiistiir.
“Yikama 1”7 ve “Yikama 2” olarak adlandirdigimiz bu asamalar %1’lik agaroz jel
elektroforezinde incelenmistir. “Yikama 1” ve “Yikama 2’den dekante edilen siipernatantlar
agaroz jel elektroforezine uygulandi. Bu oOrneklerin %]1°lik agaroz jeldeki goriintiileri

temizdir.

3. Gelistirdigimiz ¢oktiirme yonteminde ikinci ¢oktiirme asamasinda Peg -10 tallow katyonik
yilizey aktif maddesine segicilik kazandirilmasi amaglanmistir. Peg -10 tallow’un pH araligi
5.10-5.20 olan alkali lizattan direk ¢oktiirme kosullarinda pDNA ve RNA ayrimi yapmadigi
goriilmiistiir. Birinci ¢oktiirmeden sonra yikanip temizlenen ¢okeltinin ¢éziinmesi i¢in 0.1 M
Tris-HCl tamponu kullanildi. Secilen tampon ¢dzeltisi ¢oktiirme i¢in kullanilan santrifiij
islemleri sirasinda pDNA’nin degredasyonunu ve denatiirasyonunu da engellemektedir. Tris-
HCI tamponunun kullanilabilir oldugu pH araligi baziktir (pH:7- 9.5). ( Sigma Katalogu )
Tris-HCI tamponunun pH’s1 arttik¢a iletkenlik degerlerinin (mS/cm) diistiigli goriildi.(Bolim
4.5, Sekil 4.21 ) Secilen tampon ¢ozeltisinin 0.1 M Tris-HCl, pH 8.7°de iletkenligi 1.9
mS/cm’dir.(Boliim 4.5, Sekil 4.21)
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4.4.1 Peg-10 Tallow’un pDNA’y1 Secici olarak Coktiirmesine Asid Etkisi Sonuglari ;

Gelistirdigimiz Peg-10 tallow ile pDNA’nin ¢oktiiriilerek saflastirilmasi yonteminin ikinci
coktiirme asamasinda ( “cokelti 2” +Peg-10 tallow + 0.1 M Tris-HCI pH:8.7 ) Peg -10 tallow
katyonik yiizey aktif maddesine pDNA ve RNA molekiillerine karsi ayirmada segicilik
ozelligi kazandirarak c¢oktiirme islemini saglamak igin ¢esitli konsantrasyonlarda asid
cozeltisi ilavesi yapildi. Bu kosullarda ortamin iletkenliginde ve pH’sinda meydana gelen

degisimler saptandi. Elde edilen sonuglar ve bulgular asagida maddeler halinde verildi;

1. Lizat 6rneginden elde edilen ¢okelti 1’in 0.1 M Tris HCI pH:8.7 tampon ortamina asid
ilavesi yapildi. % 10’ luk HCl ilavesinin pDNA ile RNA ‘nin Peg-10 tallow ilecoktiiriilmesine
yaptig1 etki asagida sekil.4.10°daki %1°lik agaroz jelde goriilmektedir.

Sekil.4.10 Peg-10 tallow ile pDNA nin ¢oktiiriilerek saflagtirilmasi islemine%10’luk HCI’in
etkisinin%]1’lik agaroz jelde incelenmesi

1. Saf pDNA

2. Cokelti 2; 0.01 (v/v) Peg-10 tallow + 0.004 (v/v) %10 HCI
3. Cokelti 2; 0.01 (v/v) Peg-10 tallow + 0.008 (v/v) %10 HCI
4. Cokelti 2; 0.01 (v/v) Peg-10 tallow + 0.012 (v/v) %10 HCI1
5. Cokelti 2; 0.01 (v/v) Peg-10 tallow + 0.016 (v/v ) %10 HCI
6. Siipernatant 1

7. Yikama 1

8. Siipernatant 2; 0.01 (v/v) Peg-10 tallow + 0.004 (v/v) %10 HCI
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9. Siipernatant 2; 0.01 (v/v) Peg-10 tallow + 0.008 (v/v) %10 HCl
10. Siipernatant 2; 0.01 (v/v) Peg-10 tallow + 0.012 (v/v) %10 HCI
11. Siipernatant 2; 0.01 (v/v) Peg-10 tallow + 0.016 (v/v) %10 HCI
12. Yikama 2; 0.01 (v/v) Peg-10 tallow + 0.004 (v/v) %10 HC1

13. Yikama 2; 0.01 (v/v) Peg-10 tallow + 0.008 (v/v) %10 HC1

14. Yikama 2; 0.01 (v/v) Peg-10 tallow + 0.012 (v/v) %10 HCI

15. Yikama 2; 0.01 (v/v) Peg-10 tallow + 0.016 (v/v) %10 HCI1

%10 HCP’in etkisiyle Peg-10 tallow’un pDNA’nin tiimiinii ¢oktiirdiigli RNA’ nin ise kismi
olarak ayrilmasini sagladig1 gézlemlenmistir. %10’luk HCI ¢ozeltisi farkli hacimlerde ortama

e

ilave edildiginde stipernatant 2 ‘deki RNA miktarlarinin degistigi goriilmektedir. ( Sekil 4.10)

0.1 M Tris-HCI pH:8.7°de 0.01(v/v)’lik Peg-10 tallow’un c¢oziilmesi ile olusan ortamin
iletkenligi 1876 uS /cm ve pH :8.73’tiir. ( Boliim 4.5, Cizelge 4.5 ) Coziinen polianyonik
molekiiller pPDNA ve RNA ortamda bulunmadan peg-10 tallow’un %10’luk HCl’den 0.016
(v/v) ilave edilmesi ile ortamin pH’s1 7.76, ortamin iletkenligi ise 6.00 mS/cm olgiildii.

( Bolim 4.5, Cizelge 4.6 )

2. Lizat 6rneginden elde edilen ¢okelti 1’in 0.1 M Tris HCI pH:8.7 tampon ortamina asid
ilavesi yapildi. % 2.5’luk HCl’in ilavesinin pDNA ile RNA ‘nin Peg-10 tallow ile
coktiiriilmesine yaptig1 etki asagida sekil.4.11°deki %1°lik agaroz jelde goriilmektedir.

Sekil.4.11 Peg -10 tallow ile pDNA’nin ¢oktiiriilerek saflastirilmasi islemine %2.5
HCl’inetkisinin %]1’lik agaroz jelde incelenmesi

70



1. Saf pDNA

2. Cokelti 2; 0.01 (v/v) Peg-10 tallow + 0.004 (v/v) %2.5 HCI1

3. Cokelti 2; 0.01 (v/v) Peg-10 tallow + 0.008 (v/v) %2.5 HCI

4. Cokelti 2; 0.01 (v/v) Peg-10 tallow + 0.012 (v/v) %2.5 HCI

5. Cokelti 2; 0.01 (v/v) Peg-10 tallow + 0.016(v/v) %2.5 HCI

6. Stipernatant 1

7. Yikama 1

8. Siipernatant 2; 0.01 (v/v) Peg-10 tallow + 0.004 (v/v) %2.5 HCI
9. Siipernatant 2; 0.01 (v/v) Peg-10 tallow + 0.004 (v/v) %2.5 HCI
10. Stipernatant 2; 0.01 (v/v) Peg-10 tallow + 0.008 (v/v) %2.5HCI
11. Siipernatant 2; 0.01 (v/v) Peg-10 tallow + 0.012 (v/v) %2.5 HCI
12. Siipernatant 2; 0.01 (v/v) Peg-10 tallow + 0.016 (v/v) %2.5HCI
13. Yikama 2; 0.01 (v/v) Peg-10 tallow + 0.004 (v/v) %2.5 HCI

14. Yikama 2; 0.01 (v/v) Peg-10 tallow + 0.008 (v/v) %2.5 HCl

15. Yikama 2;0.01 (v/v) Peg-10 tallow + 0.012 (v/v) %2.5 HCI

16. Yikama 2; 0.01 (v/v) Peg-10 tallow + 0.016 (v/v) %2.5 HCI

Katyonik yiizey aktif maddenin, %2.5 HCI asid ¢ozeltisinin farkli hacimlerde ilavesinde

pDNA’y1 tamamen ¢oktiiremedigi ve pDNA ve RNA molekiillerinin ayrimini1 yapamadigi

goriilmektedir. pDNA ve RNA’nin bu kosullarda siiziintii 2 ‘de kaldigi goriildii. Peg-10

tallow’un bu kosullarda polianyonik biomolekiillere karsi secicilik gdsteremedigi goriildii.
(Sekil.4.3) 0.1 M Tris-HCI pH:8.7°de 0.01(v/v)’lik Peg-10 tallow’un ¢oziilmesi ile olusan
ortamin iletkenligi 1876 uS /cm ve pH :8.73’tlir. ( Bolim 4.5, Cizelge 4.5 ) Cozilinen

polianyonik molekiiller pPDNA ve RNA ortamda bulunmadan

peg-10 tallow’un %?2.5’lik

HCI ¢ozeltisinden 0.016(v/v) ilave edilmesi ile ortam pH’s1 8.48, ortamin iletkenligi ise 3.17

mS/cm oOlgildii. (Boliim 4.5, Cizelge 4.6 )
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Sekil.4.12 Peg-10 tallow ile pDNA’nin ¢Oktiiriilerek saflagtirilmasi islemine%?2, %3, %4, %5
HCI ‘in etkisinin %1’lik agaroz jelde incelenmesi

1. Saf pDNA

2. Cokelti 2; 0.01 (v/v) Peg-10 tallow + 0.016 (v/v) %2 HCl

3. Cokelti 2; 0.01 (v/v) Peg-10 tallow + 0.016 (v/v) %3 HCl

4. Cokelti 2; 0.01 (v/v) Peg-10 tallow + 0.016 (v/v) %4 HCI

5. Cokelti 2; 0.01 (v/v) Peg-10 tallow + 0.016 (v/v) %5 HCI

6. Stipernatant 1

7. Yikama 1

8. Siipernatant 2; 0.01(v/v) Peg-10 tallow + 0.016 (v/v) %2 HCI
9. Siipernatant 2; 0.01(v/v) Peg-10 tallow + 0.016 (v/v) %3 HCl
10. Siipernatant 2; 0.01(v/v) Peg-10 tallow + 0.016 (v/v) %4 HCI
11. Siipernatant 2; 0.01(v/v) Peg-10 tallow + 0.016 (v/v) %5 HCl
12. Yikama 2; 0.01 (v/v) Peg-10 tallow + 0.016 (v/v) %2 HCl
13. Yikama 2; 0.01 (v/v) Peg-10 tallow + 0.016 (v/v) %3 HCl
14. Yikama 2; 0.01 (v/v) Peg-10 tallow + 0.016 (v/v) %4 HCI

15. Yikama 2; 0.01 (v/v) Peg-10 tallow + 0.016 (v/v) %5 HCl

Peg-10 tallow ile ¢oktiirme yonteminin ikinci asamasina ¢ozeltideki konsantrasyonu %2, %3,

%4, %5 olan HCI ¢ozeltisi ilave edildi.%]1’lik agaroz jel elektroforezinden alinan goriintiiye
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gore Siipernatan 2 de kalan RNA miktarinda farklilik olugsmadi. pPDNA’nin katyonik yiizey
aktif madde tarafindan diisiik verimle ¢oktiirebildigi goriildi. %5 HCI ilavesini gosteren
numarali siitunda RNA miktar1 en fazladir.Yukarda belirtilen HCl konsantrasyonlarinda

pDNA’nin tamaminin ¢oktiiriilemedigi goriildii.. ( Sekil.4.12)

(Coziinen polianyonik molekiiller pPDNA ve RNA ortama bulunmadan %1 peg-10 tallow’un
%2, %3, %4, %5 HCI konsantrasyonlarinda ki c¢ozeltisinden %1.6 (v/v) ilave edilmesi ile
ortam pH’s1 sirasiyla, 8.48, 8.35, 8.27, 8.21’dir.Ortamin iletkenligi ise 2.75, 3.23, 3.61, 4.15
mS/cm’dir. (Boliim 4.5, Cizelge 4.6)

4. 4.4.1 bolimiinde yer alan 1., 2. ve 3. maddelerde ki sonu¢ yorumlarimiza bagli olarak
incelememiz %2.5, %5, %7.5, %10 konsantrasyonlarinda ki HCIl ¢dzeltisinin ilavesine
yonlendi. Katyonik ylizey aktif madde olan Peg-10 tallow’un yukarda belirtilen asid
konsantrasyonlarinda pDNA ve RNA molekiillerine karst kazandig1 segici ¢oktiirme 6zelligi

%1°lik agaroz gel’in incelenmesi ile belirlendi.

Sekil.4.13 Peg -10 tallow ile pPDNA’nin ¢oktiiriilerek saflagtirilmasi isleminin%2.5, %S5,
%7.5, %10 HCI’in etkisinin %1°lik agaroz jelde incelenmesi

1. Saf pDNA

2. Cokelti 2; 0.01 (v/v) Peg-10 tallow + 0.016 (v/v) %2.5 HC1
3. Cokelti 2; 0.01 (v/v) Peg-10 tallow + 0.016 (v/v) %5.0 HCI
4. Cokelti 2; 0.01 (v/v) Peg-10 tallow + 0.016 (v/v) %7.5 HCI
5. Cokelti 2; 0.01 (v/v) Peg-10 tallow + 0.016 (v/v) % 10 HCI
6. Siipernatant 1

7. Yikama 1

8. Siipernatant 2; 0.01 (v/v) Peg-10 tallow + 0.016 (v/v) %2.5 HC1
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9. Siipernatant 2; 0.01 (v/v) Peg-10 tallow + 0.016 (v/v) %5.0 HCI
10. Stipernatant 2; 0.01 (v/v) Peg-10 tallow + 0.016 (v/v) %7.5 HCI
11. Siipernatant 2; 0.01 (v/v) Peg-10 tallow + 0.016 (v/v) % 10 HCI
12. Yikama 2; 0.01 (v/v) Peg-10 tallow + 0.016 (v/v) %2.5 HCl

13. Yikama 2; 0.01 (v/v) Peg-10 tallow + 0.016 (v/v) %5.0 HCI

14. Yikama 2 %1 (v/v) Peg-10 tallow + 0.016 (v/v) %7.5 HCI

15. Yikama 2 %1 (v/v) Peg-10 tallow + 0.016 (v/v) % 10 HCI

Konsantrasyonu %?2.5 ve %5 olan HCI asid ¢ozeltisinin %1.6 (v/v) ilavesinin %1 lik agaroz

jel goriintiisiine gore “gokelti 2 olarak adlandirdigimiz “Peg-10 tallow- pDNA- RNA”

kompleks olusumundan ayrilan plazmid DNA verimi diisiiktiir. RNA ayrim1 %2.5 HCI igin
en yliksek olup %5 ve %7.5 HCl’de ise neredeyse aynidir. %10 HCI ilavesinde siiziintiide
kalan RNA miktar1 en fazladir, buna karsilik pDNA’nin tamamu ¢oktiiriildi. %7.5 HCI asid
cozeltisi ilavesi ile de pDNA tamamen ¢oktiiriildii ve ¢okeltideki RNA miktarinin %10’ luk
HCI “deki ne gore daha az oldugu gozlemlendi. ( Sekil.4.13)

“Stiziintii 2” orneklerinin %1°lik agaroz jeldeki goriintiilerinden Peg-10 Tallow katyonik
yiizey aktif maddesinin, farkli konsantrasyonlarda HCIl ¢ozeltisinin etkisi ile RNA

molekiiliine kars1 secici ¢oktlirme 6zelligi kazandigi goriilmektedir.

Polianyonik molekiiller pDNA ve RNA ortama bulunmadan 0.01(v/v)’lik Peg-10 tallow’un
0.1 M tris-HCI pH:8.7 ¢ozeltisine %7.5 HCl c¢ozeltisinden %1.6 (v/v) ilave edilmesi ile
ortam pH’s1 8.00’dir.Ortamin iletkenligi ise 5.14 mS/cm’dir. (Boliim 4.5, Cizelge 4.5 )
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Sekil.4.14 Peg -10 tallow ile pDNA’nin ¢oktiiriilerek saflagtirilmasi islemine %35, %5.5, %6.0,
%6.5HCI’in etkisinin %1°lik agaroz jelde incelenmesi

1. Saf pDNA

2. Cokelti 2 ; 0.01 (v/v) Peg-10 tallow + 0.016 (v/v) %5.0 HCI

3. Cokelti 2 ; 0.01 (v/v) Peg-10 tallow + 0.016 (v/v) %5.5 HCI

4. Cokelti 2 ; 0.01 (v/v) Peg-10 tallow + 0.016 (v/v) %6.0 HCI

5. Cokelti 2 ; 0.01 (v/v) Peg-10 tallow + 0.016 (v/v) % 6.5 HCI

6. Cokelti 2 ; 0.01 (v/v) Peg-10 tallow + 0.016 (v/v) %7.0 HCI

7. Cokelti 2 ; 0.01 (v/v) Peg-10 tallow + 0.016 (v/v)% 7.0 HCI

8. Stipernatant 1

9. Yikama 1

10. Siipernatant 2; 0.01 (v/v) Peg-10 tallow + 0.016 (v/v) %5.0 HC1
11. Siipernatant 2 ; 0.01 (v/v) Peg-10 tallow + 0.016 (v/v) %5.5 HCI
12. Siipernatant 2 ; 0.01 (v/v) Peg-10 tallow + 0.016 (v/v) %6.0 HC1
13. Siipernatant 2 ; 0.01 (v/v) Peg-10 tallow + 0.016 (v/v) % 6.5 HCI

14. Siipernatant 2 ; 0.01 (v/v) Peg-10 tallow + 0.016 (v/v) % 7.0 HCI
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15. Yikama 2 ; 0.01 (v/v) Peg-10 tallow + 0.016 (v/v) %5.0 HCI
16. Yikama 2 ; 0.01 (v/v) Peg-10 tallow + 0.016 (v/v) %5.5 HCI
17. Yikama 2 ; 0.01 (v/v) Peg-10 tallow + 0.016 (v/v) %6.0 HCI1
18. Yikama 2 ; 0.01 (v/v) Peg-10 tallow + 0.016 (v/v) %6.5 HCI

19. Yikama 2 ; 0.01 (v/v) Peg-10 tallow + 0.016 (v/v) % 7.0 HCI

%S5, %35.5, %6, %6.5 ve %7 HCI konsantrasyonlarinda Peg-10 tallow’un secici ¢oktiirme
ozelligi belirgin olarak gozlemlenmemistir. Coktliirme isleminde pDNA verimi yliksek
degildir. RNA ayrimi gerceklestirilmigtir ancak plazmid DNA’nin  son ¢okelti’ye total

aktarimi saglanamamistir. ( Sekil.4.14 )

Polianyonik molekiiller pDNA ve RNA ortama bulunmadan %1°lik Peg-10 tallow’un 0.1 M
tris-HCI pH:8.7 ¢ozeltisine %5, %5.5, %6, %6.5 ve %7 HCl ¢odzeltisinden %1.6 (v/v) ilave
edilmesi ile ortamin pH’s1 sirayla 8.21, 8.11, 8.16, 8.06, 8.05’tir..Ortamin iletkenligi ise
sirayla 4.15, 4.45, 4.26, 4.82, 4.79 mS/cm’dir. (Boliim 4.5, Cizelge 4.5 )

6. Peg-10 Tallow’un 0.1 M Tris-HCI pH:8.7 tamponlu ortamda aside baglh seciciligindeki

degisimlerin izlenmesi 50 (%ovy) lizat miktar1 i¢in yapilmustir.
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4.4.2 Farkh Lizat Miktarlarinin Peg-10 Tallow’un Seciciligine Etkisi Sonuclar:

Peg-10 tallow katyonik yiizey aktif maddesi kullanilarak pDNA’nin saflastirilmasi islemine
asidin etkisinin incelendigi 4.4.1 boliimiinde %7.5 HCI asid ¢ozeltisinin %1.6 (v/v) hacmi
plazmid DNA’sinin tamamini kismi RNA molekiili ile birlikte c¢oktlirdigii asid
konsantrasyonu olarak belirlendi. Bu bolimde ki calismada asid  konsantrasyonu
degistirilmeden lizat 6rneginin miktarinin degistirildigi denemeler bulunmaktadir. Lizat
konsantrasyonu deiyonize su ile seyreltilerek degistirildi. Lizat 6rneginin seyreltme ile tuz
oran1 azaltilmaya calisildi ve Peg-10 tallow katyonik yiizey aktif maddesi ile yapilan
coktiirmede meydana gelen degisimler saptandi. Elde edilen sonuglar ve bulgular asagida

maddeler halinde verildi ;

1. Alkali lizis islemi ile (Birnboim ve Dolly, 1979) elde edilen lizat 6rneginin dogal tuz
miktarmin etkisi farkli oranlarda seyreltildiginde azaltilmaya ¢alisilarak 0.01(v/v)’lik Peg-10

tallow katyonik yiizey aktif maddesinin ¢oktiirme 6zelligine etkisi gézlemlenmeye calisildi.

Sekil.4.15 Peg-10 tallow ile pDNA nin ¢oktiiriilerek saflagtirilmasi isleminin farkli lizat
konsantrasyonlarinda %7.5 HCI’in etkisinin %1’lik agaroz jelde incelenmesi

1. Saf pDNA
2. Cokelti 2 ; 10(%,) lizat + 0.01(v/v) Peg-10 tallow + %1.6 (v/v) %7.5 HCI1

3. Cokelti 2 ; 20(%.) lizat +0.01(v/v) Peg-10 tallow + %1.6 (v/v) %7.5 HCI
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4. Cokelti 2 ; 30(%,) lizat + 0.01(v/v) Peg-10 tallow +%1.6 (v/v) %7.5 HC1
5. Cokelti 2 ; 40(%,) lizat + 0.01(v/v) Peg-10 tallow +%1.6 (v/v) %7.5 HCI
6. Cokelti 2 ; 50(%oyy) lizat + 0.01(v/v) Peg-10 tallow + %1.6 (v/v) %7.5 HCI
7. Supernatant 1 ; 10(%,,) lizat + 0.01(v/v) Peg-10 tallow +%1.6 (v/v) %7.5 HCI1
8. Supernatant 1 ; 20(%y) lizat + 0.01 Peg-10 tallow +0.016 (v/v) %7.5 HCI
9. Supernatant 1 ; 30(%.,) lizat + 0.01 Peg-10 tallow +0.016 (v/v) %7.5 HCI
10. Supernatant 1; 40(%y) lizat + 0.01 Peg-10 tallow +0.016 (v/v) %7.5 HCI
11. Supernatant 1 ; 50(%y) lizat + 0.01 Peg-10 tallow +0.016 (v/v) %7.5 HCI
12. Supernatant 2 ; 10(%y) lizat + 0.01 Peg-10 tallow +0.016 (v/v) %7.5 HCI
13. Supernatant 2 ; 20(%yy) lizat + 0.01 Peg-10 tallow +0.016 (v/v) %7.5 HCI
14. Supernatant 2 ; 30(%y) lizat + 0.01 Peg-10 tallow +0.016 (v/v) %7.5 HCI
15. Supernatant 2 ; 40(%yy) lizat + 0.01 Peg-10 tallow + 0.016 (v/v) %7.5 HC1
16. Supernatant 2 ; 50(%y) lizat + 0.01 Peg-10 tallow + 0.016 (v/v) %7.5 HCI
17. Yikama 1 ; 10(%,,) lizat + 0.01 Peg-10 tallow + 0.016 (v/v) %7.5 HCI

18. Yikama 1 ; 20(%,,) lizat + 0.01 Peg-10 tallow + 0.016 (v/v) %7.5 HCI1
19. Yikama 1 ; 30(%,) lizat + 0.01 Peg-10 tallow + 0.016(v/v) %7.5 HCI

20. Yikama 1 ; 40(%,) lizat + 0.01 Peg-10 tallow + 0.016(v/v) %7.5 HCI

21. Yikama 2 ; 50(%yy) lizat + 0.01 Peg-10 tallow + 0.016(v/v) %7.5 HCI1

22. Yikama 2 ; 10(%,) lizat + 0.01 Peg-10 tallow + 0.016(v/v) %7.5 HCI

23. Yikama 2 ; 20(%,y) lizat + 0.01 Peg-10 tallow + 0.016(v/v) %7.5 HCI1

24. Yikama 2 ; 30(%yy) lizat + 0.01 Peg-10 tallow + 0.016(v/v) %7.5 HCI1

25. Yikama 2 ;40(%y) lizat + 0.01 Peg-10 tallow + 0.016(v/v) %7.5 HCI

26. Yikama 2 ; 50(%,y) lizat + 0.01 Peg-10 tallow + 0.016(v/v) %7.5 HCI1

%10 (v/v), %20 (v/v), %30 (v/v), %40 (v/v), %50 (v/v) konsantrasyonlu lizat 6rneklerine
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%7.5’luk HCI asid ¢ozeltisinin etkisi %]1°lik agaroz jelde goriilmektedir.( Sekil.4.15) Lizat

orneklerin farkli konsantrasyonlarinda %7.5 HCl asid ¢6zeltisinin 0.016(v/v) hacminin

etkisi pDNA her bir lizat konsantrasyonu i¢in Peg-10 tallow katyonik yiizey aktif maddesi
ile tamamen ¢oktiirildigli goriildii. Lizat O6rneginin konsantrasyonu azaldik¢a, Ornekte
bulunan plazmid ve RNA molekiillerinin miktar1 da azalmaktadir. Peg- 10 tallow ylizey aktif
maddesinin herbir lizat konsantrasyonunda pDNA y1 tamamen ¢oktiirmesine karsin RNA’y1
da kismi olarak pDNA ile birlikte ¢oktiirmiistiir. ( Sekil.4.15 ) Coktiirme isleminde
kullanilacak lizat miktar1 Peg-10 tallow konsantrasyonu degismeden 0.01(v/v) Peg-10 tallow

arttik¢a “stizlintli 2” ‘de kalan RNA miktar1 da artan lizat mikarina orantili olarak artmustir.

2. 4.4.2 bolimiiniin 1. maddesinde 0.01(v/v)’lik Peg-10 tallow ile ¢oktliirme isleminden elde
edilen ornekler ¢oktiirme islemi gormemis standart lizat 6rnekleri ile kiyaslanmasi yapildi.

Sonuglar %1°lik agaroz jel ile incelendi. ( Sekil.4.16)

Sekil.4.16 Peg -10 tallow ile pPDNA’nin ¢oktiiriilerek saflastirilmasi isleminin farkl: lizat
konsantrasyonlarinda%7.5 HCI ‘in etkisinin standart lizat 6rnekleriyle kiyaslanmast

l.saf pDNA

2. standart 10(%,,) lizat
3. ¢okelti 2 ; 10(%,) lizat
5. standart 20(%.,) lizat
6. cokelti 2; 20(%,,) lizat

8. standart 30(%.) lizat
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9. ¢okelti 2; 30 (%) lizat
10. standart 40 (%,,) lizat

11. ¢okelti 2; 40(%,,,) lizat
13.standart 50(%,) lizat

14.¢0kelti 2; 50(%,,) lizat

Plazmid DNA miktar1 standart lizat 6rnegi ile kiyaslandiginda verim %100’diir. RNA nin ise
kismi olarak uzaklastirilmasi saglandi. Lizat 6rneginin konsantrasyonunun degistirilmesi

RNA’nin ortamdan tamamen uzaklastirilmasini saglamadig1 gozlemlendi.

3. Konsantrasyonlar1 farkli lizat 6rneklerine sirayla, %7.5’luk  HCI asid ¢ozeltisi ilave
edilmeden, ayni1 konsantrasyonda ki asid ¢ozeltisinden 0.008 (v/v) ve 0.012 (v/v) hacimleri
ilave edilerek 0.01(v/v)’lik PEG-10 tallow katyonik yiizey aktif maddesinin ¢oktiirme
ozelligindeki degisimler izlendi. ( Sekil 4.17 )

L EIOAGRGSRTEEERRNS

a) asidsiz b) 0.008 (v/v) HCI ¢) 0.012(v/v) HC1

Sekil.4.17 Peg-10 tallow ile pDNA’nin ¢oktiiriilerek saflagtirilmasi isleminde farkli lizat
konsantrasyonlarina sirayla asitsiz, 0.008 (v/v), 0.012 (v/v) miktarlarinda %7.5 (v/v) HCI1
‘in ilavesinin ¢Oktiirme islemine etkisi

1. Saf pDNA
2. Cokelti 2 ; 10(%yy) lizat + 0.01(v/v) Peg-10 tallow
3. Cokelti 2 ; 20(%y,) lizat + 0.01(v/v) Peg-10 tallow

4. Cokelti 2 ; 30(%,) lizat + 0.01(v/v) Peg-10 tallow

80



5. Cokelti 2 ; 40(%.y) lizat + 0.01(v/v) Peg-10 tallow

6. Cokelti 2 ; 50(%,,) lizat + 0.01(v/v) Peg-10 tallow

7. Supernatant 2 ; 10(%y) lizat + 0.01(v/v) Peg-10 tallow
8. Supernatant 2 ; 20(%y) lizat + 0.01(v/v) Peg-10 tallow
9. Supernatant 2 ; 30(%,,,) lizat + 0.01(v/v) Peg-10 tallow
10. Supernatant 2 ; 40(%y) lizat + 0.01(v/v) Peg-10 tallow

11. Supernatant 2 ; 50(%yy) lizat + 0.01(v/v) Peg-10 tallow

0.1 M Tris-HCI tampon ¢ozeltisin de ( pH:8.7) ¢oziilen pDNA ve RNA molekiilleri asid
cozeltisi ilavesi olmadan %]1°lik Peg-10 tallow yiizey aktif maddenin pDNA ve RNA
molekiillerini ¢oktiirme 6zelligi gostermedigi goriildii. %7.5’luk HCI asid ¢ozeltisinin pDNA
ve RNAmolekiillerinin ¢6ziindiigii 0.1 M Tris-HCI pH:8.7 tamponuna ilave edilmesi ile Peg -
10 tallow yiizey aktif maddesi ¢oktiirme Ozelligi gosterdi. %7.5’luk HCI asid ¢ozeltisinin
sirayla %0.008 (v/v) ve 0.012 (v/v) hacimlerinde ilave edilmesi pDNA’nin tamamen

¢okmesini saglamadigi belirlendi. Bu kosullarda elde edilen pDNA verimi diistiktiir.

4.4.3 Peg-10 Tallow’un Seciciligine Tuz (NaCl) Etkisi Sonuclari ;

1. Calismanin bu bdliimiinde Peg-10 tallow katyonik yiizey aktif maddesi kullanilarak
pDNA’nin saflastirilmasi islemine tuz (NaCl) ¢ozeltisinin etkisini gosteren denemeler yer
almaktadir . Peg-10 tallow yiizey aktif maddesine asid (HCI) ¢6zeltisinin etkisinin belirlendigi
4.2.1 boliimiinden alinan degerlerden yararlanilarak 0.1 M Tris-HCI (pH:8.7)’1i ortama asid
cozeltisinin yani sira tuz ¢ozeltisinin ilave edilmesi ile pDNA ¢oktlirme isleminde meydana
gelen degisimler %]1’lik agaroz jel elektroforezinden elde edilen gozlemlere gore
degerlendirildi. Ilk olarak konsantrasyonlart 0.1, 0.3, 0.5 ve 0.9 M olan yiiksek
konsantrasyonlu NaCl ¢ozeltisinin Peg-10 tallow yiizey aktif maddesi ile ¢oktliirmeye etkisi
incelendi. Daha sonra konsantrasyonlari 20mM, 40mM, 60mM, 80mM ve 100 mM olan NaCl
tuz c¢ozeltisilerinin de ¢oktiirme islemine etkisi incelendi. Elde edilen sonuclar ve bulgular

asagida maddeler halinde verildi ;
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Sekil.4.18 Peg -10 tallow ile pDNAnin ¢oktiiriilerek saflastirilmasi islemine %7.5 HCI ‘nin
Tuzlu (NaCl) ortamda etkisinin %1°lik agaroz jelde incelenmesi

1.Saf pDNA

2. Cokelti 2 ; 0.01 (v/v) Peg-10 tallow + 0.016 (v/v) %7.5 HCI

3. Cokelti 2 ;0.1 M NaCl + 0.01 (v/v) Peg-10 tallow + 0.016 (v/v) %7.5 HCI

4. Cokelti 2 ; 0.3 M NaCl + 0.01 (v/v) Peg-10 tallow + 0.016 (v/v) %7.5 HCI

5. Cokelti 2 ; 0.5 M NaCl + 0.01 (v/v) Peg-10 tallow + 0.016 (v/v) % 7.5 HCI

6. Cokelti 2 ; 0.7 M NaCl + 0.01 (v/v) Peg-10 tallow + 0.016 (v/v) %7.5 HCl

7. Cokelti 2 ; 0.9 M NaCl +0.01 (v/v) Peg-10 tallow + 0.016 (v/v)% 7.5 HCI

8. Siipernatant 1

9. Yikama 1

10. Siipernatant 2; 0.01 (v/v) Peg-10 tallow + 0.016 (v/v) %7.5 HCI1

11. Siipernatant 2; 0.1 M NaCl + 0.01 (v/v) Peg-10 tallow + 0.016 (v/v) %7.5 HCI
12. Siipernatant 2; 0.3 M NaCl + 0.01 (v/v) Peg-10 tallow + 0.016 (v/v) %7.5 HCI
13. Siipernatant 2; 0.5 M NaCl + 0.01 (v/v) Peg-10 tallow + 0.016 (v/v) % 7.5 HC1
14. Siipernatant 2; 0.7 M NaCl + %1 (v/v) Peg-10 tallow + 0.016 (v/v) %7.5 HCI
15. Siipernatant 2; 0.9 M NaCl +%]1 (v/v) Peg-10 tallow + 0.016 (v/v)% 7.5 HC1

16. Yikama 2; 0.01 (v/v) Peg-10 tallow + 0.016 (v/v) %7.5 HCI1
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17. Yikama 2; 0.1 M NaCl + 0.01 (v/v) Peg-10 tallow + 0.016 (v/v) %7.5 HCl
18. Yikama 2 ; 0.3 M NaCl + 0.01 (v/v) Peg-10 tallow + 0.016 (v/v) %7.5 HCl
19. Yikama 2; 0.5 M NaCl + 0.01 (v/v) Peg-10 tallow + 0.016 (v/v) % 7.5 HCI
20. Yikama 2; 0.7 M NaCl + 0.01 (v/v) Peg-10 tallow + 0.016 (v/v) %7.5 HCI

21. Yikama 2; 0.9 M NaCl +0.01 (v/v) Peg-10 tallow + 0.016 (v/v)% 7.5 HC1

Peg -10 tallow yiizey aktif maddesinin ¢oktiirme 6zelligi, 0.1 M Tris-HCI pH:8.7 tamponlu ve
%7.5’luk HCl asid c¢ozeltisinin - bulundugu ortama NaCl tuz ¢ozeltisinin  farkh
konsantrasyonlar1 (0.1 M, 0.3M, 0.5M, 0.9M) ilave edildiginde incelendi. Peg-10 tallow’un
bu ortamda pDNA ve RNA molekiillerini ¢oktiirme 6zelligi %1°lik agaroz jel elektoforezinde
belirlendi.Tuz ¢ozeltisinin ilave edilmesi ile katyonik yiizey aktif madde olan Peg-10
tallow’un ¢oktiirme 6zelligi Sekil.4.18’de goriilmektedir. 0.5, 0.7, 0.9 M NaCl ¢ozeltisinin
etkisi ile ¢okelti orani artmistir. 0.1M ve 0.3 M NaCl’lii ortamda az miktarda ¢okelme
olmustur.( Sekil.4.18)

Ortamdaki tuz konsantrasyonu arttikca, coktiiriilen plazmid ve RNA miktar1 artmistir.
Coktiirlilmenin Peg-10 tallow ile yapilacagi ortama asid ¢oOzeltisine ilave olarak, tuz
cozeltisinin ilave edilmesi ile pDNA ve RNA molekiillerinin ¢oktiiriilme miktarlarinin
degistigi goriildii..Elde edilen sonuglar sadece % 7.5’luk asid ¢6zeltisine bagl olarak yapilan
coktiirmede elde edilen sonuglardan farkhdir.(Sekil.4.15) Peg-10 tallow ylizey aktif
maddesinin, tuz ¢dzeltisinin yukarida belirtilen konsantrasyonlarinda pDNA’nin tamamini
coktiiremedigi goriildii. 0.1 M ve 0.3 M Tuz konsantrasyonunda pDNA verimi diisiiktiir
beraberinde ¢oken RNA orani’da diisiiktiir. Bu konsantrasyonlarda siiziintii 2’de kalan RNA
miktar yiiksektir. 0.5, 0.7, 0.9 M tuz ¢ozeltisi varliginda ise pDNA verimi diisiiktiir ve RNA

kontaminasyonunun da yiiksek oldugu gozlemlendi.( Sekil.4.18 )
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Sekil.4.19 Peg-10 tallow ile pDNA nin ¢oktiiriilerek saflagtirilmasi islemine %7.5 HCI’nin
tuzlu (NaCl) ortamda etkisinin %]1’lik agaroz jelde incelenmesi

1.Saf pPDNA

2.Cokelti 2; 0.01 (v/v) Peg-10 tallow + 0.016 (v/v) %7.5 HCI (tuzsuz 6rnek)
3.Cokelti 2; 20 mM NaCl + 0.01 (v/v) Peg-10 tallow + 0.016 (v/v) %7.5 HCI
4.Cokelti 2; 40 mM NaCl + 0.01 (v/v) Peg-10 tallow + 0.016 (v/v) %7.5 HCI
5.Cokelti 2; 60 mM NaCl + 0.01 (v/v) Peg-10 tallow + 0.016 (v/v) % 7.5 HCI
6.Cokelti 2; 80m M NaCl + 0.01 (v/v) Peg-10 tallow + 0.016 (v/v) %7.5 HCI
7.Cokelti 2; 100mM NaCl +0.01 (v/v) Peg-10 tallow + 0.016 (v/v)% 7.5 HCI1
8.Siipernatant 1

9.Yikama 1

10. Siipernatant 2; 0.01 (v/v) Peg-10 tallow + 0.016 (v/v) %7.5 HCI1

11. Siipernatant 2; 20 mM NaCl + 0.01(v/v) Peg-10 tallow + 0.016 (v/v) %7.5 HCI
12. Siipernatant 2; 40m M NaCl + 0.01(v/v) Peg-10 tallow + 0016 (v/v) %7.5 HCI
13. Siipernatant 2; 60m M NaCl + 0.01(v/v) Peg-10 tallow + 0.016 (v/v) % 7.5HCI
14. Siipernatant 2; 80mM NaCl + 0.01(v/v) Peg-10 tallow + 0.016 (v/v) %7.5 HCI
15. Siipernatant 2; 100mM NaCl +0.01 (v/v)Peg-10 tallow + 0.016 (v/v)% 7.5 HCI

16. Yikama 2; %1 (v/v) Peg-10 tallow + 0.016 (v/v) %7.5 HCI1
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17. Yikama 2; 20m M NaCl + 0.01 (v/v)Peg-10 tallow + 0.016 (v/v) %7.5 HCl
18. Yikama 2; 40mM NaCl + 0.01 (v/v)Peg-10 tallow + 0.016 (v/v) %7.5 HCI
19. Yikama 2; 60mM NaCl + 0.01 (v/v)Peg-10 tallow + 0.016 (v/v) % 7.5 HCI
20. Yikama 2; 80mM NaCl + 0.01 (v/v)Peg-10 tallow + 0.016 (v/v) %7.5 HCI

21. Yikama 2; 100mM NaCl +0.01 (v/v)Peg-10 tallow + 0.016 (v/v)% 7.5 HCI

Peg -10 tallow yiizey aktif maddesinin ¢oktiirme 6zelligi, 0.1 M Tris-HCI pH:8.7 tamponlu ve
%7.5’luk  HCl asid ¢ozeltisinin bulundugu ortama NaCl tuz c¢ozeltisinin farkl
konsantrasyonlarinda ( 20m M, 40mM, 60mM, 80M, 100mM )incelendi.( Sekil.4.19 ) Diisiik

tuz konsantrasyonlarinda Peg-10 tallow ¢oktiirme 6zelligi gostermedi .

4.5 Peg-10 tallow ile Coktiirme Yonteminin iletkenlik Sonugclar

1. Peg-10 tallow yiizey aktif maddesinin 0.002- 0.02(v/v) arasinda degisen miktarlari
deiyonize suda coziilerek, elde edilen farkli konsantrasyondaki peg-10 tallow igeren
cozeltilerin iletkenlik degerlerinin degisimi sekil 4.20°de goriilmektedir. Molekiiliin deiyonize
su ortaminda 0.01- 0.02 (v/v) ¢0zeltisnin iletkenlik degerlerinin degismedigi goriildii. Bu

degerler icin molekiiliin sabit ve kararl bir hal aldig1 s6ylenebilir.

llet kenlik [pSfemm]

oz o4 05 08 1 1,2 14 15 18 2
pegA0tallow miktar 105wl

Sekil 4.20 Peg-10 Tallow katyonik yiizey aktif maddesinin deiyonize suda ortaminda okunan
iletkenlik degerleri

2. Peg-10 tallow ile plazmid ¢oktiirmek i¢in gelistirilen yontemde plazmid molekiilii, RNA
molekiilii ve Peg-10 tallow polimer karisiminin ¢oziinmesi i¢in Tris-HCI tamponu kullanildi.

Tris-HCl tamponunun kullanilabildigi pH araligt 7-9’dir.(Sigma) Bu pH araliklarinda
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tamponun iletkenlik degerlerindeki degisim asagidaki sekil 4.21°de ve goriilmektedir. 0.1 M
Tris-HCI pH:8.7 tampon ¢ozeltisinin iletkenlik degeri~ 1.9mS/cm’dir.

0.1 hlfris - HCI
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25
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704
55 o

55
=50
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0
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H(mSkem)

T T T T T T T . T
el 55 70 7.5 20 HB.5 20 55 100 105 11,0
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Sekil 4.21 0.1 M Tris-HCI tamponunun pH:7-10 araliginda degisen iletkenlik degerleri

3. Peg-10 tallow yiiz aktif maddesi ile plazmin DNA’nin ¢oktiiriilerek saflastirilmast
yonteminde tampon ¢ozelti olarak kullanilan ve pH’s1:8.7 olan Tris —HCI tamponunun farkl
konsantrasyonlarda hazirlanan  ¢06zeltisinin iletkenlik degerleri asagida sekil 4.22°de ve
cizelge 3.4°te goriilmektedir. Peg-10 tallow ile plazmid ¢oktiirme yonteminde kullanilan Tris-

HCI tamponunun kondsantrasyonu 0.1 M olup iletkenlik degeri 1.9mS/cm’dir.

Tris-HCI pH:E2.7

4.5

35 4

25 4

ilet kenlik
ka2

1.5 1

0.5 4

0,2 01 o005 o004 o003 Opz 0
konsartrasyon [ M)

Sekil 4.22 0.1 M Tris-HCI tamponun farkli konsantrasyonlarda ki iletkenlik
degerleri y (mS/cm)
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Cizelge 4.4 Tris-HCI tmpon ¢ozeltisinin farkli konsantrasyonlardaki iletkenlik degerleri

C (mol/L) | 0,2 0,1 0,05 0,04 0,03 0,02 0,01

X (mS/ecm) | 4,17 1.9 1,07 0,86 0,66 0,45 0,23

4. Peg-10 tallow bilesiginin degisen miktarlarinin 0.1 M Tris-HCl pH:8.7 tamponlu ortama
ilave edilmesinin tamponun pH degerinde degisime neden olmadigi belirlendi. Sonuclar
cizelge 4.5’te verildi. pH degerleri sabit kalirken iletkenlik degerlerinin de biiyiik 6l¢iide
degismedigi goriildii.0.1 M Tris-HCl tamponuna sadece peg-10 tallow’un ilave edilmesi

iletkenlik degerlerinde degisim olusturmadig1 ve pH degerinin sabit kaldig: belirlendi.

Cizelge 4.5 Peg-10 tallow’un degisen konsantrasyonlarinin 0.1 M Tris-HCI pH:8.7 tamponlu
ortamda iletkenlik ve pH degerleri

PEG-10 tallow X (uS/cm) pH
miktar: (v/v)

0 1895 8,73
0.002 1885 8,72
0.004 1890 8,73
0.006 1888 8,72
0.008 1883 8,72

0.01 1876 8,73
0.012 1873 8,71
0.014 1886 8,71
0.016 1884 8,73
0.018 1876 8,71
0.02 1870 8,71

5. 0,1 M pH:8.7 Tris-HCI tamponunda 0.01 (v/v) peg-10 tallow’un ¢dziilmesi ile hazirlanan
¢Ozeltiye asid ilave edilmesinin ortamin iletkenligine ve tamponun pH degerine olan
etkisi incelenmistir. Asid c¢ozeltisinin ilavesi ortamin iletkenlik ve pH degerlerini

degistirmistir. Elde edilen degerler asagida cizelge 4.6°da ki gibidir.
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Cizelge 4.6 0.1 M Tris-HCI pH:8.7 tamponlu ortama Peg-10 tallow’un ve HCI’in iletkenlik

6.

ve pH degerlerine etkisi

PEG-10 tallow(v/v) | X (mS/cm ) pH
+ HCI
0.01peg +%1 HCI 2,31 8,61
0.01peg +%2 HCI 2,75 8,48
0.01peg +%2,5 HCI 3,17 8,40
0.01peg +%3 HCI 3,23 8,35
0.01peg +%3.5 HCI 3,60 8,31
0.01peg +%4 HCI 3,61 8,27
0.01peg +%4.5 HCI 3,92 8,23
0.01peg +%5.0 HCI 4,15 8,21
0.01peg +%5.5 HCI 4,45 8,11
0.01peg +%6.0 HC1 4,26 8,16
0.01peg +%6.5 HCI 4,82 8,06
0.01peg +%7 HCI 4,79 8,05
0.01peg +%7.5 HCI 5,14 8,00
0.01peg +%10 HCI 6,00 7,76

0.01(v/v) peg-10 tallow ve %7.5 HCl iceren 0.1 M pH:8.7, Tris-HCI tampon ¢ozeltisine
NaCl tuz cozeltisinin farkli konsantrasyonlarinin ilave edilmesi ile iletkenlik ve pH
degerlerinde meydana gelen degisimler asagida ki cizelge 4.7’ de goriildiigii gibidir. Tuz
konsantrasyonunu artmasi iletkenlik degerlerinde yiiksek miktarda artis sagladi. Tuz
cozeltisinin ilavesi ile iletkenlik degerlerinde goriilen yiiksek artigin peg-10 tallow ylizey

aktif maddesinin plazmid DNA’y1 ¢oktiirme etkisini etkiledigi diistiniilmektedir.
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Cizelge 4.7 Peg-10 tallow ve HCl iceren 0.1 M Tris-HCI pH:8.7 tamponlu ortamina NaCl
¢oOzeltisinin farkli kons.’da ilavesinin iletkenlik ve pH degerlerine etkisi

NaCl Kons. pH iletkenlik

(M) Degerleri (mS/cm)
0 8.3 1.9

0.1 8.1 15.54
0.3 8.1 33.50
0.5 8.1 50.02
0.7 8.1 66.20
0.9 8.1 81.60

4.6 ATPS Sisteminde PEG-600 (Polietilen glikol) Noniyonik Polimerin Kullanilmasi ile

pDNA’nin Saflastirilmasi Isleminin Sonuclar

1. Calismamizda %35 PEG 600 - %6 (NH4)>SO4 bilesimli ATPS sistemi se¢ilerek pDNA’ nin
olusan fazlar arasinda ayrilmasi saglanmaya g¢alisildi. Ayrimin gerceklesip gerceklesmedigi
%1 agaroz jele uygulanan &rneklerden gozlemlendi.(Sekil.11) Ust faz polietilen glikol’ce

(PEG) zengin olup, alt faz tuzca zengin fazdir.(D.M.F Prazeres ve ark., 2001)

Sisteme seyreltilmemis %100 lizat verildi. Polimerce (PEG 600) zengin iist faz Plazmid
DNA band1 goriilmezken RNA’nin biiyiik bir kisminin bu fazda kaldigi gozlemlendi. Tuzca
(Amonyum Siilfat) zengin alt fazda ise pDNA’nin tamami toplanirken kismi oranda

RNA’da beraberinde goézlemlendi. (Sekil.4.23)

| e
oC "
SC >
RNA E—

Sekil.4.23 PEG 600-(NH4),SO4 ATPS sisteminin alt faz ve iist faz bilesiminin %1°lik agaroz
jelde incelenmesi

1. Alt Faz 2. Ust Faz
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2. Kiiclik molekiil agirlikli niikleik asidleri (RNA), safsizliklar1 (protein ve endotoksinler)
coktiirerek uzaklastirmak ve plazmid DNA miktarini konsantre edebilmek igin ¢esitli
coktiiricii ajanlar kullanilmaktadir. Bunlardan biri 2-propanol’dur (isopropanol). (D.M.F

Prazeres, 2006)

%35 PEG 600 - %6 (NH4),SO4 ATPS sisteminden elde edilen alt fazda Sekil.11’de goriinen
RNA molekiiliiniin tamamen uzaklastirilmasi i¢in isopropanol ¢ozeltisi ile ¢oktiiriilme ek

adim olarak gercgeklestirildi. 0.7 (v/v) isopropanol ilavesinden sonra ¢oktiirme ile pDNA

RNA’dan tamamen uzaklastirildi. (Sekil.4.24 )

Sekil.4.24 PEG 600-(NH4),SO4 ATPS sisteminin farkli isopropanol konsantrasyonlart ile
coktiiriilmiis alt faz ve {ist faz bilesiminin %1°lik agaroz jeldeki goriiniimii

—

Saf pPDNA

3. Lizat 100(%yys)

5. Cokeltiaj fa, 0.4 (v/v) + 0.6(v/v) deiyonize su + 0.7 (v/v)isopropanol

7. Siipernatant j f., 0.4(v/v)+ 0.6(v/v)deiyonize su + 0.7(v/v) isopropanol

9. Cokeltiaj faz 0.4 (v/v) + 0.6(v/v) deiyonize su + 0.8(v/v) isopropanol
11. Siipernatant , ., 0.4(v/v) +0.6(v/v) deiyonize su + 0.8(v/v) isopropanol
13. Cokeltiaj fa, 0.4 (v/v) + 0.6(v/v) deiyonize su + 0.9 (v/v)isopropanol
14. Siipernatant aj; fa, 0.4(v/v)+ 0.6(v/v)deiyonize su + 0.9(v/v) isopropanol
15. Cokeltiaj faz 0.4 (v/v) + 0.6(v/v) deiyonize su + 10 (v/v) isopropanol

16. Siipernatant , ., 0.4(v/v) +0.6(v/v) deiyonize su + 10 (v/v) isopropanol
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Sekil 12°de goriinen %]1°lik agaroz jelde 5 numarali kuyucugun oldugu siitunda sadece
pDNA bandi goriilmektedir. RNA molekiiliine ait leke seklindeki goriintii ise siipernatant

fazda (7 numarali kuyucugun oldugu siitunda) kaldig1 gozlemlendi.

Isopropanol kiiciik molekiil agirlikli  RNA’nin uzaklastirilmasinda  ¢oktiiriicii ajan olarak
secildi. Coktiirme farkli isopropanol hacmimleri kullanilarak yapildi. Ornegin; 0.7 (v/v)
0.8(v/v) 0.9(v/v) ve 1.0(v/v). 0.8(v/v), 0.9(v/v) ve 1.0(v/v) isopropanol hacimlerinde RNA

molekiiliiniin yukarda belirtilen bilesimdeki ATPS sisteminin alt fazindan uzaklastirilamadi.
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5. TARTISMA

Biyolojik proseslerde elektrostatik etkilesimler o6nemli rol oynar. Bazi Onemli
makromolekiiller 6rnegin DNA, RNA, proteinler, fosfolipidler sulu ortamda iyonize olurlar.
Ornegin DNA’da fosfat gruplari sulu ortamda iyonize olarak molekiil polianyon haline

dontstr. (Levin ve ark.,2000 ; Hansson, 2007)

Katyonik yiizey aktif maddeler ise sulu ¢dzeltide iyonize olurlar. Bir pozitif yiiklii hidrofilik
bas grubuna ve nétral hidrokarbon kuyrugundan olusan hareketli zincire sahiptir. Elektrostatik
etkilesimler sonucu polianyonlar ve katyonik yapilar arasinda yeni bir kompleks olusumu
meydana gelmektedir. Ayrica hidrofobik gruplarin olmasindan dolay1r hidrofobik
etkilesimlerde mevcuttur. (Levin ve ark.,2000 ; Hansson, 2007)

Bu doktora caligmasin da pDNA saflastirmak i¢in kullandigimiz iki ayr1 yontemde yer alan
Peg-10 tallow ylizey aktif maddesi ve PEG 600 polimerik maddesi polietilen glikol gruplar
icermektedirler. Peg-10 tallow’un yapisinda uzun alkil zincirli  hidrofobik  kuyruk
icermesinden dolay1 sulu ortamda plazmid DNA’sin1 ¢oktlirerek ayirma ozelligi gosterdigi

diistiniilmektedir.

Peg-10 tallow ile plazmid DNA’sinin elde edilmesi i¢in gelistirilen bu yontemin orjinalligi
Peg-10 tallow yiizey aktif maddesinin bu amagla ilk kez kullanilmasidir. Iki ¢oktiirme
asamasindan olusan bu yontem kisadir ve uygulamasi kolaydir. Birinci asamada direkt lizat
orneginden Peg-10 tallow yiizey aktif maddesi ile ¢oktiiriilme yapildi. Lizatin pH’s1 5.10-
5.20 arasinda degismektedir. Birinci asamada pDNA ve RNA yiizey aktif maddesi tarafindan
secicilik saglanmadan ¢oktiiriildii. Yikama agsamasi elde edilen ¢okeltinin temizlenmesi icin
yapildi. Deiyonize su kullanilarak yapilan yikama asamasinda ¢okeltinin su ile ¢oziinmedigi
goriilmistiir. Coktiirme prosediiriin ikinci asamasinda elde edilen ¢okelti (pDNA ve RNA

iceren) Tris-HCI tamponlu ortamda ¢ézlinmiistiir. Ortam pH’s1 8.7’ ye ayarland.

Peg-10 tallow’un elektrisel ylik durumu ortama HCI’in ilavesi ile degistirilerek yiizey aktif
maddenin poli anyonik 6zellikte olan ve hacmi plazmid DNA ‘sindan farkli olan RNA’y1

secici olarak birakip ¢oktiirmemesi saglandi.

Son c¢oktirme asamasinda plazmidin tamaminin kullanilan lizat 6rneginden kismi RNA ile
birlikte asid varliginda ¢oktiriilmesi gerceklestirildi. Lizat 6rneginden RNA tamamen
uzaklastirildiginda ise pPDNA’nin veriminin diistiigli goriildii. Gelistirilen peg-10 tallow ylizey

aktif maddesi ile ¢oktiirme yonteminde agaroz gel analiz Orneklerinde denatiire plazmid
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DNA gozlemlenmedi.

Lizat konsantrasyonunun degistirilmesi, tuz ¢o6zeltisinin farkli konsantrasyonlarin ilave
edilmesi, bu yontem ile plazmid saflastirilmasinda asid etkisi kadar basari vermedigi
gozlemlendi. Peg-10 tallow katyonik yiizey aktif maddesi ile pPDNA ve RNA molekiillerinin

etkilesim mekanizmasinin incelenmesi bu ¢alismanin ileri asamasini olusturacaktir.

ATPS biyolojik maddelerin (protein, niikleik asit, viriisler ve hiicreler) ayrilmasi ve
saflagtirilmast gibi biyoteknolojik uygulamalarda kullanilan etkili iki fazli sulu sistemlerdir.
Bu sistemler polimer-polimer karistmindan olusan iki fazli sistemler olabilecegi gibi, polimer
— tuz iki fazli karisimdan olusurlar. Polimer- tuz ATPS sistemlerinde fazlar daha az viskoz

olup, bu sistemle ayirma islemi daha kisa siire almaktadir (Hatti - Kaul, 1999) .

Polimer — tuz bilesenlerinden olusan ATPS sistemlerde iist faz polimerce zengin, alt faz ise
tuzca zengin fazi olusturmaktadir. Her iki fazin %80-95 oraninda su i¢ermesinden dolay1
biyomolekiiller i¢in toksik olmayan bir ortam saglanir. Fazlar aras1 gerilimin diisiik, fazlar
aras1 temas yiizeyinin yiiksek olmasi, yiiksek derecede kiitle transferinin olmasina neden

olmaktadir (Hatti-Kaul, 1999).

ATPS sistemlerde niikleik asitlerin ayrimi; makromolekiillerin kimyasal 6zelliklerine ve
biiytikliigiine, sistem komponentlerin 0Ozelliklerine ve iyonik bilesimine baglidir.
(Albertson, 1962 ; Frick ve lif 1962; Lif ve arkadaslar1 1961; Miller 1985). Sistem
ozelliklerindeki degisim fazlar arasi yiizey Ozelliklerinin degisimine neden olur, bu da
sistemin ayirma oOzelligini etkiler. Fazlar arasi etkilesimlerde hidrojen baglari, elektriksel
etkilesimler, van der Walls baglari, hidrofobik ve sterik etkilesimler rol oynar (Albertsson,
1986). ATPS sistemlerde ayirma islemini etkileyen faktorler polimer bilesiginin molekiiler

agirligina, tuz konsantrasyonu ve sisteme verilen maddenin hacmine baghdir.

Polietilen glikol noniyonik bir polimer bilesigidir ve suda kolay ¢oziiniir. Biyoteknolojik
uygulamalarda kullanilan ATPS sistemlerde genellikle PEG polimeri ile potasyum hidrojen
fosfat veya amonyum siilfat tuz bilesenlerinden olusur. PEG noniyonik polimerik bilesigin
farkli molekiil agirliklart ile ATPS sistem olusturulur. Molekiil agirligi 400’den kiiciik PEG
polimer bilesigi kullanildiginda pDNA  ATPS sistemde polimerik faz olan iist fazda
toplanmaktadir (Marcos.J.C.,2005).
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Calismamizda plazmid saflastirilmasinda ikinci yontem olarak kullanilan“aquoues two faz
polimer-tuz sistemi”’nde molekiil agirligit 600 olan PEG maddesi kullanilmistir. Molekiil
agirligi 400°den biiyiik olan PEG kullanildiginda ATPS sistemle yapilan ayrilma islemlerinde
pDNA sistemin tuzca zengin olan alt fazinda kalarak ayrilmaktadir.(Marcos.J.C.,2005,

Prazeres D.M.F.,2001).

pDNA eldesinde verimin yiiksek oldugu %35 PEG 600 - %6 (NH4),SOs ATPS sistemi
kullanilmistir. %35 PEG-600 ve %6 (NH4),SO4 ‘den olusan ATPS sisteminde alt fazin total
hacmi 0.35 ml iist fazin total hacmi ise 4.2 ml’dir. Sistemin toplam agirlig1 5 gr’dir. Sistem su
ile tamamlandig1 i¢in ve suyun yogunlugu oda sicaklifinda 1 gr/ml oldugundan dolay1
sistemin hacmi yaklasik 5 mlI’ye denk gelmektedir. Bu sisteme uygulanan pDNA’nin molekiil
blytkligi 6.1 kbp ‘dir. Bu sisteme %20(v/v), %30 (v/v), %40(v/v) lizat  Ornegi
yiiklendiginde sistemden yiiksek verimde pDNA elde edilebilmistir. (Joao Carlos ve
ark.,2005)

%35 PEG-600 ve %6 (NH4),SO4 ’den olusan  ATPS sisteme %100 lizat 6rnegi bizim
calismamizda uygulandi. %100 lizat 6rnegi bu sisteme yiiklendiginde p(DNA)’ nin tamaminin
kismi RNA ile birlikte alt fazda kaldigr %]1’°lik agaroz jel elektroforezinde belirlendi.
pDNA’y1 tamamen saflastirmak i¢in %35 PEG 600 - %6 (NH4),SO4 sistemi 0.7 (v/v) ‘lik
isopropanol ile entegre edildi. Isopropanol ile RNA’min lizat 6rneginden uzaklasmasi
saglandi.Islemin sonunda %1°lik agaroz jel elektroforezinde RNA’ s1z pDNA elde edilebildigi
goriildii. Elde edilen 6rnegin hidrofobik etkilesim kromotografisi kullanilarak kantitatif

analizi bu ¢aligmanin ileri asamasini olusturacaktir.
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