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Proje Ozeti:

Gunumuzde, fabrika faaliyetleri gibi eylemlerin sonucunda dogada agir metaller
birikmektedir. Cd*2, Mg*?, Zn*2 ve Cu*! gibi metaller uzun vadede insan saghgini olumsuz
yonde etkilemektedir. Projemiz kapsaminda, fabrikalarin atik sularinda birikmis olan,
cevreyi ve insan saghgini olumsuz yonde etkileyen agir metallerin giderimini saglamaya
yonelik olarak, birgok memelide bulunan metal tutucu MT1A geninin klonlama yolu ile
siyanobakterilere aktarmasi ve bu sayede Zn*? basta olmak lzere Cd*? ve Cu*!
metallerinin giderimi amaglanmigtir.

MT1A geni tarafindan kodlanan Metallotionin (MT1A) proteini metal baglayici
ozelliginden dolayr Cu*!, Zn*? ve az miktarda Cd*?> agir metallerini detoksifiye
edebilmektedir. Projemizde, bobrek hlcresinde ifade edildigi bilinen bu gene ait mRNA
dizisinin RNA izolasyonu ile elde edilmesi ve klasik klonlama metodu ile hedef proteinin
ifadesine olanak saglayan bir bakteri ekspresyon vektorine (pet30a) aktariimasi
planlanmigtir. Bu sayede, MT1A proteinini kodlayan bu vektorin aktarildigr hicrede
MT1A proteininin ifade edilmesi mumkun olacaktir. MT1A proteinini iceren bu genin metal
giderimini saglamak icin bakteriye aktarimi saglanacaktir. Agir metal giderimi igin
siyanobakterilerin kullaniimasi planlanmistir.

Problem (Sorun):

Cd*?, Ar, Pb*?, Hg, Zn*? gibi cevrede en fazla toksisiteye neden olan agir metallerin
kullanim alani oldukga genistir. Ornegin, Cd*2 metali otomotiv ve metal endistrisinde,
kadmiyum kaplamalarinda (elektrik, elektronik, uzay sanayii), boya endustrisinde, plastik-
sentetik elyaf sanayii ve televizyon tiiplerinde, Zn*?> metali ise otomotiv, azotlu glibre, cam,
cimento, petrol gibi yerlerde kullaniimaktadir. Ayni zamanda termik enerji ve celik
endustrisinde de yaygindir. Bu gibi alanlarda agir metallerin kullanimi gin gegtikce
artmaktadir. Agir metallerin topraktaki fazla konsantrasyonu toprakta agir metal kirliligi
olusturur. Fabrika atiklarinin denizlere ve goéllere atiimasi ile agir metaller su
ekosisteminde yasayan canlilarda birikerek insan viacuduna ulagsmaktadir. Agir metallerin
insan vucuduna girmesiyle birtakim rahatsizliklar ortaya ¢ikabilmektedir Bunlarin yuksek
dozlari insanin yas, beslenme, genetik bagisiklik gibi etkenlere bagl bir sekilde farkh
hastaliklarla ve hatta kanserle sonuglanabilmektedir. Kadmiyum alimi ishal gibi akut
gastrointestinal etkilere neden olurken ¢inko fazlaligi dusuk iyi kolesterol seviyesi ve bakir
eksikligine neden olur. Bakir metalininin fazlaligi nefes almada gugluk, dizensiz kalp atigi
ve dusuk kan basincina sebep olabilmektedir. (Glner, 2014)



Cozim:

Proje, agir metallerin ekosistem dengesine ve insan sagligina olan zararlari problemine
Zn*2, Cu*l ve Cd*? gibi metallerin sudan arindiriimasi ile ¢oéziim Uretmektedir. Bu
probleme yonelik bazi ¢ozumler bulunmaktadir.Topragin yikanmasi, kopukltu yuzdirme,
fiziksel ekstraksiyon gibi fiziksel ¢dziimler yetersiz kalabilmektedir. (Arli, 2006) ilgili agir
metale yonelik 6zgun galismalar yapilmasi daha fazla yarar saglayacaktir. Dolayisiyla,
bu projede 6zellikle Zn, Cu, Cd gibi agir metallerin ortamdan aritiilmasi saglanarak
cevreye verilen zararin 6nune gegilmeye caligiimaktadir.

Proje ile ayni zamanda ulkemizde agir metal kirliliginin arttigi bolgelerden biri olan
Ergene Nehri'nin kirlenmesine ¢dzim getirilebilir. Bélgede yasayan bireylerde adir metal
kirliliginden kaynaklanan bdbrek, mesane, prostat kanseri gibi hastaliklar artis
gbstermektedir. Ayni zamanda son yillarda hizli endustrilesme ve yerlesmenin etkisinde
kalan Izmit (Kocaeli) tarafinda agir metal kirliliginin Tirkiye Toprak Kirliligi Kontrol
Yonetmeligi limit degerlerinin Ustune c¢iktigint gostermektedir. Bu kirliligin baslica
kaynaklari egzoz ve sanayi emisyonlari ile kati atik yakma tesisleridir. (Ozkul, 2008)
Sanayilesmenin 6n planda tutuldugu bu bdlgelerde proje uygulanabilir ve ¢6zim
noktasinda katki saglar. Bu amagla, adir metal giderimi konusunda literatirde 6n plana
cikan MT1A proteininin siyanobakterilerde ifade edilmesi ve bu sayede ¢evredeki agir
metal giderimine katkida bulunulmasi amaglanmaktadir.

Metallotioninler kiiguk molekul agirlikh (6-7 kDa), sistein amino asiti agisindan zengin,
metal iyonlarinin gideriminde ve hiucresel homeostazide gorevli proteinlerdir.

Projemizde, MT1A protein ifadesi igcin MT1A geni bakteri hiicrelerinde protein ifadesine
olanak saglayan pet30a vektorune ligasyon temelli olarak klonlanacaktir. MT1A proteinini
kodlayan mRNA dizisi, MT1A proteininin amino asit dizisi ve tasarlanan vektore ait harita
Tablo 1’de verilmisgtir.

Tablo 1: insan Metallotionin (MT1A) proteinini kodlayan mRNA dizisi (186 bg) ve MT1A
proteininin amino asit dizisi (61 aa)

mMRNA | ATGGACCCCAACTGCTCCTGCGCCACTGGTGGCTCCTGCACCTGCACTGG
dizisi CTCCTGCAAATGCAAAGAGTGCAAATGCACCTCCTGC
AAGAAGAGCTGCTGCTCCTGCTGCCCCATGAGCTGTGCCAAGTGTGCCCAG
GGCTGCATCTGCAAAGGGGCATCAGAGAAGTGCAGCTGCTGTGCCTGA

Amino | MDPNCSCATGGSCTCTGSCKCKECKCTSCKKSCCSCCPMSCAKCAQGCICKG
asit ASEKCSCCA

dizis




T7 terminator
Mtia
RBS| |
T7 promoter—

lacl promoter!

pET30_mtla
5464 bp

bom

Hedef mMRNA’nin pet30a bakteriyel protein ifade vektérine klonlanmasi amaciyla
tasarlanan Polimeraz Zincir Reaksiyonu primer dizileri ise Tablo 2’de gosterilmistir.

Tablo 2: Klonlama icin Tasarlanan PCR Primerleri

pET30a_mtla_ F: GTACTAACATATGGACCCCAACTGCTCC
pET30a _mtla R: CGCGGATCCTCAGGCACAGCAGCTG
Yontem:

Proje yapimi temel olarak 4 asamada planlanmistir. Ozetle asamalar su sekildedir:

Birinci agsamada c¢evre Kirliligi olan agir metal kirliliginin giderimini saglayabilecek bu
projenin kullanilabilirligi, intiya¢ durumu, benzer érneklerinin olup olmadigi konularinda
bilgi alinarak on arastirma yapilmistir. Ardindan, proje danismani olarak segtigimiz
Biyoloji dgretmeniniz Atiye Ozlem Cakir ile projenin yapilma olasiligi ve gereken 6n
bilgilerle ilgili fikir aligverisi yapilmistir. ITU Molekiiler Biyoloji ve Genetik Bélimiinden
Prof. Dr. Gizem Dinler Doganay ile iletisime gecilerek uygulanabilirlik konusunda gorus
alinmigtir. Laboratuvar destegi talep edilmistir.




ikinci agamada yapilan iglemler ise su sekildedir: Birinci asamada aldigimiz olumlu
donusler ile deney asamasina baslanmistir. MT1A geninin klonlanmasi amaciyla, PCR
primerleri tasarlanmig ve sentez ettirilmistir. Primer dizileri Tablo 2’de verilmistir. MT1A
geninin aktif oldugu bilinen (proteinatlas.org) insan bdbrek hicresinden (HEK293T,
ATCC, CRL-3216) total RNA izolasyonu yapilmis, elde edilen RNA'dan daha sonra ters
transkripsiyon ile total cDNA sentezi yapiimis, elde edilen RNA %2’lik agaroz jelde TAE
tampon ¢Ozeltisi ile yarutulerek kontrol edilmigtir (Sekil 1).

Uglincli asamada, MT1A geninin klonlamada gerekli restriksiyon enzimi tanima ve
kesme bolgelerini de icerecek sekilde c¢ogaltilabilmesi icin PCR reaksiyonu
gerceklestiriimistir. Bu asamada buffer ¢ozeltisine cDNA, ileri (F) ve geri (R) primerler,
nikleotitler ve DNA polimeraz enzimi eklenerek PCR islemi gerceklestiriimis, PCR
isleminin ve elde edilen bantin boyutunun kontrol edilmesi amaciyla, 5 yl PCR o6rnegi
%Z2’lik agaroz jelde TAE tampon c¢dzeltisi icerisinde yurutilmus, elde edilen bant jel
goruntileme sistemi ile UV 1sik altinda gorunttlenmistir (Sekil 2-3-4).

Tablo 3: PCR Kosullari

10x Reaksiyon Buffer 2 pl

50 uM MgCI2 0.75 ul
pET30a_mtla_ F primer 0.6 pl
pET30a_mtla_R primer 0.6 pl
pfu DNA polimeraz 0.5 pl
cDNA 2 ul
dNTP 1l
dH20 12.55 pl

MT1A geninin klonlanmasi amaciyla kullanilan pet30a vektoru ve PCR reaksiyonu
sonucu elde edilen MT1A PCR urint BamHI ve Ndel restriksiyon enzimleri ile 3 saat
boyunca 37 C’de kesilmistir. Reaksiyon kosullari Tablo 4’te verilmigtir. Restriksiyon
enzimi kesimi sonucu yapiskan uglari olusturulan PCR reaksiyonu sonucu elde edilen
bant jelden kesilmis ve NucleoSpin® Gel and PR Clean-up Kiti (MN) ile temizlenerek
restriksiyon enzimi kesimine hazirlanmigtir.



Tablo 4: Vektdr ve PCR Uriinli Restriksiyon Enzimi Kesim Kosullari

pet30a Vektor Kesimi

Ndel restriksiyon enzimi 1ul

BamHI restriksiyon enzimi 1l

pet30a Vektoru 1500 ng

10x Reaksiyon tamponu 5ul

dH20 50 ul'ye tamamlayacak kadar

PCR Uriinii Kesimi

Ndel restriksiyon enzimi 1l

BamHI restriksiyon enzimi 1l

PCR UrdnU 40 ul

10x Reaksiyon tamponu 5 ul

dH20 50 ul'ye tamamlayacak kadar

Orneklerin dlgim{ yapildiktan sonra tipe yerlestirildi. NucleoSpin® Gel and PR Clean-
up kiti ile gen izolasyonu saglandi. Ardindan foto spektrum aletiyle DNA ve protein
degerlerinin dlgumu yapildi.

Dorduncu asamada yapilan iglemler ise su sekildedir; Ligasyon asamasina gegilerek
gen ligaz enzimi ile vektore baglandi. Sonrasinda 10 pl ligasyon arunu ile 100 pyl DH5
Alpha hucresi birlestirildi. Karisim 3 dakika buzda bekledikten sonra 30 dakika boyunca
isitilarak I1s1 soku yapildi. Ardindan karisim sicak odada 1 saat boyunca bekletildi.
Transformasyon islemi bittikten sonra elde edilen Griin agara surtldi ve 16 saat boyunca
inkibasyonda bekletildi. (Sekil 5) Olusan bakteri kolonileri gdzlemlendi. (Sekil 6)
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Sekil 1: cDNA sentezi sonucu elde edilen driiniin UV 1gini altinda incelenmesi

Sekil 2: TAE buffer ¢ézeltisi ve agaroz
eklenilerek olugturulan jel

Sekil 3: DNA bandinin elektroforez
araciligiyla hazirlanan jelde ydirttilmesi
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Sekil 4: Jele yiiriitilen DNA bandinin UV 1sini altinda incelenmesi

Sekil 5: Sicak odada bekletilen karigimin
transformasyon islemi tamamlandiktan
sonra agara stirtilmesi

Sekil 6: Genin aktarildigi bakterilerin
olugsumu




Tahmini Maliyet ve Proje Zaman Planlamasi:

Projenin tahmini maliyeti 630 TL + kullanilan cihazlarin maliyetidir.

Projede kullanilan cihazlar hazir bulunmakta oldugundan fiyatlari dahil edilmemistir.
Ekipmanin hazir oldugu durumda, butgenin onemli kisimlarini genin izole edilme
asamalari olusturmaktadir. Ur(iniin olusturuldugu ve uygulamaya dokildigi asamalarda
olusan maliyetler birbirini dengelemektedir. Projenin en az maliyetle uygulanabilir hale
getiriimesi amaclandigindan maliyetli yontemler yerine laboratuvar alaninda kolayca
ulagilabilecek malzemelerle ¢aligmak tercih edilmistir. Ayni zamanda metal baglayici bir
genin uretimini yapmadan memelilerde bulunan metal baglayici MT1A genin aktifligi tespit
edilerek bu genin bakteriye aktarimi yapiimigtir. Boylece bir asamay! atlayarak projenin
daha dusuk maliyetle yapilmasi ve gelistiriimesi planlanmigtir.

Projede Kullanilan Malzemeler:

Tae Buffer Cozeltisi (50 TL)

Agaroz (50 TL)

Agar (50 TL)

100 pl DHS5 Alpha hicresi
Ligaz Enzimi (50 TL)
NucleoSpin® Gel and PR Clean-Up Kiti (80 TL)
PCR Kiti (50 TL)

cDNA Primerleri (300 TL)
PCR Cihazi

Elektroforez Cihazi
Santrifuj Cihazi

inkiibatér Cihazi
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iSiN Kasim Aralik Ocak Subat Mart Nisan Mayis Haziran
TANIMI

Literatir
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Proje
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Test

Edilmesi/ x X
Kullanila

bilir Hale

Getirilme

si

Not: Proje devam etmektedir. Projenin test edilme ve sonrasinda kullanilabilir hale
getiriime asamalari Mayis ve Haziran aylarinda yapilmak tzere planlanmistir.

Yenilikgi (inovatif) Yénii:

Proje, takim Uyelerinin 6zgun fikirlerinden ve beyin firtinasi sonucunda ortaya ¢ikarak
orijinal bir boyut kazanmistir. Projenin inovatif yonlerinden biri Uretiminin kolay olmasi ve
maliyetin uygun olmasidir. Ayni zamanda, fabrikalarin acik kullanimina sunularak
projeye yenilikgi bir 6zellik kazandiriimaktadir. Bakteriye gen transferi yapilarak kiresel
bir probleme 6zglin bir sekilde ¢d6zim o6nerisi getiriimektedir. Genetigi degistirilmis
bakterilerin, fabrikalar ve yerel yonetimler tarafindan “metal baglayici bakteri kiti” halinde
temin edilebilmesi amaclarimiz arasindadir. Projemizi benzer projelerden ayiran ozellik
ise; metal giderimini saglayan bir genin Uretimini yapmadan, metal baglayici proteine
sahip genin memeli bobrek hucresinden alinmasi ile bakteriye aktarimidir. Boylece deney
asamalari hizlandirilmig, projenin hayata daha kolay ve az maliyetle geciriimesi
planlanmistir.

Uygulanabilirlik:
Proje hayata gecirilebilecek durumdadir. Bu alanda uzman olan Kigiler tarafindan

incelenip uygun bir proje olarak gorulurse agir metal kirliliginin arttigr bolgelerde metal
yogunlugunu azaltmak amaciyla kullanilabilir. Uretilen bakteri kitleri, ticari Grin seklinde
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satisa sunularak, ticari bir Grin haline gelebilir.Faydali bir model olusturulmasi igin
geligtirilebilir. Fikir dnerisi uygulamaya gectikten sonra patentlenebilir.

Projenin yayginlasmasini saglamak i¢cin bulunulan ilgeden baglamak uzere tanitimlar
yapmak, bolgesel veya ulke genelinde farkli yarismalara, sergilere katiimak
amaclanmistir.

Proje Fikrinin Hedef Kitlesi (Kullanicilar)

Problemi yasayanlar, genellikle metal sektorinde calismalar yuriten fabrikalardir.
Dolayisiyla metal endustrisi kapsaminda ¢alismalar ve Uretimler yapan fabrikalar (uzay
sanayisi, otomotiv vb.) projenin hedef kitlesidir. Cd, Zn, Co metalleri derigimi fazla olan
sulara yakin fabrika ve o bélgelerin belediyeleri de hedef kitlesidir. Ozellikle son yillarda
Tarkiye'deki agir metal kirliliginin arttigi bolgelerde bulunan fabrikalar kullanici olarak
dusunulmektedir.

Riskler:

Projenin olumsuz etkileyebilecek bir durum gorulmemektedir. Laboratuvar alaninda
gerekli olan malzemelere ulagilabilir. Dogru teknikler ve malzemeler kullanilarak projenin
yapim asamasl tamamlanabilir. Molekuler bir c¢alisma oldugundan kullanilan
malzemelerin miktarlarini ayarlamaya ve dogru teknigi kullanmaya dikkat edilmelidir. Aksi
takdirde istenilen degerlere ulasilamaz. Genin aktarildigi vektorl tasiyan bakterilerin
blylimesi kanamisin antibiyotigi ile saglanir. Fakat vektorin geni icine almadan yeniden
kapanma ihtimali olabilir. Dolayisiyla hicrenin patlatilip bir PCR iglemi daha yapildiktan
sonra jelde yurutulmesi gerekebilir. Boylece genin aktarilip aktariimadigi tespit edilir.

Proje Ekibi:

TAKIM LIDERI: AZRA GOKDEMIR

Adi Soyadi Projedeki Gorevi Okul Projeyle ilgili
Tecrubesi
AZRA GOKDEMIR Fikir Olusturma, Uriin ~ Ozel Dariissafaka Yok
Tasarimi Lisesi, Fen-Matematik
Alani, 11.Sinif
DAMLA CAGIGAN Fikir Olusturma, Uriin  Ozel Dariissafaka Yok
Tasarimi Lisesi, Fen-Matematik
Alani, 11.Sinif
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