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Isyla éldirtlmi S su undaki hiicre ekstrelerinde bulunan DNA
bozulursa ve bu ekstre R su uyla kar trlrsa canl nonvirulan R su lar
fareyi 6ldirmez

*DNA saf olarak

FRANKL N

Daha sonra Amerikal genetikci ve bir ngiliz
biyofizikgisi olan taraf ndan bu bulgular
de erlendirilerek, DNA'n n sarmal yap |, yang n merdi  veni eklindeki
molekil modeli ileri strtilmi~ tir.

*Watson ve Crick'in 1953'te yay nlad klar DNA mole kil modeline gére,
DNA molekili sarmal  eklinde birbiri tizerine k vr Im iki iplikten
olu mu tur
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PYRIMIDINE BASES

Pyrimidine Thymine (T) Cytosine (C) Uracil (U)

PURINE BASES

Purine Adenine (A) Guanine (G)

Sugar-phosphate
backbone

triphosphate

A nucleoside
monophosphate unit

linkage

formudur
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yerine tar.
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Transkripsiyon ve translasyon olaylar n n toplam ge

ifadesi(gen ekspresyonwlarak adland r | r. 22 B o eI o panee Informaton )
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SANGER METODU

Frederick Sanger, Cambridge'de Medical Research Council'de 10 kusur y Il k bir
cal man n sonucunda, 1955'te insilinin amino asit dizilimini ortaya koyarak
1958 Kimya Nobel'ini almaya hak kazand .

* Sequences, sequences, sequences, Sanger F., Annual Rev. Biochem. 57, 1-

28,1988
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*DNA dizi analizinden sk kullanlan yontem Fred SANGER ve N ll\

arkada lar nngeli tirdi i yéntem olan zincir sonlanma yontemidir(Sanger ﬁl ﬁ F 0 0 0 k P >

etal., 1977). RN NN boobop W

*Bu yontem enzimatik DNA sentezine dayan r ve giiniimiiziin en yayg n B0 o on’ ona HO/\\U/\\O/I\U—VU

kullan lan DNA dizi analizi tekni idir. ONa ONa  ONa

*Bu yontemde dizisi saptanacak olan DNA ipli i yeni sentezlenecek iplik

icin kal p olarak kullan Ir.

*DNA sentezini sa lamak i¢in Taq DNA polimeraz kullan labilir.

*Yéntemin temeli DNA polimeraz n dNTP’lerin (deoksiriboniikleozittrifosfat) dATP ddATP
yan s ra deoksiribozun 3'pozisyonunda OH grubu ta mayan ddNTP’leride
(dideoksiribonukleozittrifosfat) substrat olarak kullanabilmesine dayanr.
*Sentezlenen DNAya bir ddNTP’'nin katImas 3'pozisyonunda OH grubu
olmad i¢in sentezi durdurur.
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*Dizi analizi yap | rken dort ayr reaksiyon kar m hazrlanr.

*Her bir kar m kal p DNA zinciri, bir primer, dNTP’lerin dordii ve az
miktarda ddNTP’lerden birini igerir.

*QOzgiil zincir sonlanmas igin her bir reaksiyonda farkl bir ddNTP
bulunur.

*Reaksiyonlar n her birinde ¢ok az miktarda modifiye nukleotit
kullanId i¢in yeni zincir sentezi rastgele sonlanarak bir dizi DNA
fragmenti meydana gelir.

*Reaksiyonlar sonucu elde edilen DNA pargalar na elektroforez
uygulanarak jel tizerinde yan yana yurGtdlir.

*Uygulanan elektriksel alan n etkisi ile DNA parcac klar en k sas en
onde olmak uzere jel Uzerinde bir merdiven goriintiist olu turur.

* aretleme ydntemine gore jel Uzerinde, tespit edilen pargac klar
reaksiyon kar m na konulan ddNTP’nin tipine gére okunur.
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UYGULAMA (1)

1-Benclerde duran buz igerisinde 4 adet ependorf tlipli bulunmaktad r.

Atiipinde - izole edilmi genomik insan DNA's
B tuptinde — izole edilmi  HIV virlisii DNA's

C tupuinde — izole edilmi  balk DNA's

D tuptinde — saf su

Sorular

1) DNAbulunan tiipleri tespit etmek icin ne yapman z gerekir? (kantitatif
tayin)

2) Bui leminas| gercekle tirirsiniz?

3) Tam olarak miktar tayini yapabilir misiniz?

4) Diyelim iginde DNA olan tiipleri buldunuz, safl n nas | kontrol edersiniz?

5) Ornekler neden buz iginde?
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EtBr Nokta Testi

*DNA konsantrasyonunun belirlenmesinde etidium bromdr (EtBr) nokta
testi basit ama guvenilir sonuglar veren bir metoddur.

*U.Vv n absorpsiyonu nikleik asit ©rneklerindeki DNA
konsantrasyonunun belirlenmesinde s k¢a kullan Imaktad r.
*Ornek igerisindeki DNA miktar ile ag a ¢kan U.V floresan n

miktar aras nda do ru bir orant vardr.

*Bilinmeyen DNA nokta yo unluklarnn bir bilgisayar yazIm
yardmyla standart DNA noktalar ile kar la trimas esasna
dayanmaktad r .

*CTAB DNA izolasyon protokoliine goére DNA izolasyonlar yap lan
orneklerin kantitatif DNA miktar tayinleri EtBr nokta testiile yap Im tr.
*Uygulanan protokolde ua amalar gercekle tiriimi tir;
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Calf thymus DNA's (Sigma D1501) kullan larak 170 ng/pl konsantrasyonda
stok solisyon hazrlanm ve 0, 3, 6, 10, 12.5, 21.5, 25, 42.5, 50, 85, 100 ve
170 ng/ul olacak ekilde dilusyona u ratim tr.

10 mg/ml olan stok EtBr soltisyonu 10.000 kat seyreltilerek protokolde
kullan lacak olan konsantrasyona (1 ng/ul) getirilmi tir.

Oncelikle parafilm tizerine aral kI olarak 10 pl EtBr (1 ng/pl) koyulur. Daha
sonra standart DNA ile izole edilen ve miktar bilinmeyen DNA stoklar ndan
1'er pl EtBr tizerine eklenir. Orneklere ayn say da pipetleme yap larak EtBr ve
DNA'larnkar mas sa lanr.

U.V. jel goruntlileme cihaz n n igine serilen streg filmin tst k sm na EtBr ile
kar trim standart DNA 6rnekleri konsantrasyonu az olandan ¢ok olana do ru
sralanrken alt k sma da EtBrile kar trim miktar bilinmeyen DNA 6rnekleri
pipet yard m yla koyulur ve foto raflar cekilir ( ekil 3.2.3).

Cekilen foto raflarda, standart ve miktar bilinmeyen DNA érneklerinin - k
yo unluk dlguimleri ImageJ program (http:/rsb.info.nih.gov/ii/download.html.)
kullan larak gercekle tirilmi tir.
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Standart ve DNA miktar bilinmeyen érneklerin  k yo unluk él¢gtim sonuclar
Microsoft Excel'e aktar Im tr. Standart DNA 6rneklerinin 6lcim sonuglar
do rultusunda olu turulan grafikten yararlan larak miktar bilinmeyen DNA
orneklerinin konsantrasyonlar hesaplanm tr
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