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1. Proje Ozeti (Proje Tanimi)

Uzay arastirmalari, uzay teknolojisi kullanilarak uzayin kesfi ve incelenmesini igerir.
Gecmisten giinlimiize kadar yapilmis uzay arastirmalarinin hedefi bilimsel aragtirmalarda ilerleme
kaydetmek, Diinyadaki canli hiicre ve dokularin uzay ortamindaki davranmiglariyla ilgili bilgiler
elde etmektir. Bu sayede insanligin gelecekte hayatta kalma miicadelesi garantiye alinmis olur ve
diger {lilkelere karsi askeri ve stratejik istiinlilk saglanir. Saglik, bilim, endiistri gibi ¢esitli
alanlarda insanliga yardimci olabilecek her tiirlii bilimsel ve teknolojik gelismenin Oniinii
acar. Uzaym fiziksel kesfi ve biyolojik uzay arastirmalari yapilirken insanli uzay araglari
kullanilir ayrica uzaktan yonetilen robot uzay gemileri de kullanilabilmektedir. Astronotlarin yer
aldig1 insanli uzay araglari robotlu uzay gemilerine gore ciddi saglik sorunlar1 ve tehlikeler
barindirir. Giiniimiizde bu arastirmalar i¢in yetismis insan giicline, aklina ve ileri teknolojik
donanimlara ihtiyag duyulur. Bu ¢alismalar icin astronotlar gorevlendirilir uzaya giden
astronotlarin yasam kosullariin elverigli hale getirilmesi gerekmektedir. Uzayda uzun siire
gecirmek zorunda kalan astronotlarda basta uzay radyasyonu (kozmik radyasyon) gibi iyonize
radyasyon kaynagina maruz kalirlar. Kozmik radyasyon sindirim sistemi, mide ve kolona zarar
vererek gelecekte koloni kurulmasi planlanan Marsta yasam icin ve Otesine yapilan derin uzay
gorevleri astronotlar i¢in sorun yaratabilir.

Astronotlar diinyaya dondiiklerinde de cesitli uzun vadeli saglik sorunlariyla karsi karsiya
kalmaktadirlar. Uzayda haftalar veya aylar gecirmek, kas kaybina, biligsel yetenek ve kemik
olusumunda bozulmaya ve hatta astronotlar i¢in gorme sorunlarma neden olabilir. Uzay
radyasyonunun birgok sistem ve dokuya zarar verdigi bilinmektedir, fakat en ¢ok tahrip ettigi alan
bagirsak mikrobiyotasidir (Kumagai vd., 2018). Viicudumuzun mikrobik bahgesini olusturan bu
dogal bakterilerin onemli bir kismi bagirsaklarimizda yer almaktadir. Mikrobiyom ¢esitliligi
viicudun depresyondan kansere kadar pek c¢ok sorunla basa cikmasinda onemli role sahiptir
(Altves vd., 2020). Radyasyonun mikrobiyotaya verdigi zarar sadece uzayla sinirli olmamakla
beraber yeryliziinde de bagirsak mikrobiyotasina zarar vermektedir. Mikrobiyal floranin
kaybedilmesi kanserlesmeye sebep olacak kadar kotli sonuglar dogurabilir (Hullar vd., 2014).
Diger yandan bagirsak mikrobiyotasi viicudumuzda patojenlere karst korunma ve uygun bagisiklik
yanitlarin1 olusturulmasinda da goérev alir (Belkaid & Hand, 2014). Bu nedenlerden dolayi,
insanlik i¢in ¢ok bliylilk 6nem arzeden bilimsel uzay arastirmalarini gergeklestiren astronotlarin
saglig1 agisindan bagirsak mikrobiyotalarinin korunmasi olduk¢a dnemlidir. Yeryiiziinde yiiksek
radyasyona maruz kalan bdlgelerde dogal olarak yasayabilen ekstremofilik bakterilerin sahip
olduklar1 biyoteknolojik 0Ozellikler rekombinant DNA teknolojisi kullanilarak astronotlarin
mikrobiyal floralarinin radyasyona kars1 daha korunakli hale getirilmesi amaglanmaktadir.

2. Problem/Sorun

Teknoloji ve ¢agin ilerlemesiyle Diinyanin her yerinde insanlar radyasyon ve tiirleriyle karsi
karstya kalirlar. En ¢ok bilinen zararli radyasyon tiirii olan iyonize radyasyon ve cesitlerine maruz
kalan insanlarda c¢esitli saglik sorunlart ortaya ¢ikmaktadir. Bu sorunlar baslica kas bozulmasi,
kemik bozulmasi, gérme kaybi, radyasyona maruz kalma, damarsal yaslanma, sirt-boyun agrisi, ve
bagisiklik sisteminin zayiflamasi gibi rahatsizliklar olarak siralanabilir (Tim Peake Bir Astronota
Sorun: Uzayda Yasam Rehberim). Radyasyon hiicrelerimizdeki DNA'ya zarar verebilir. Yiiksek
dozda radyasyon, Akut Radyasyon Sendromuna (ARS) veya Deri Radyasyon Yaralanmalarina
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(CRI) neden olabilir. Yiiksek dozda radyasyon da yasamin ilerleyen donemlerinde kansere yol
acabilir (Barabanova vd., 2019).

Diinyanin manyetik kalkani sayesinde kozmik radyasyondan korunsak da bilimsel arastirmalar
icin uzayda haftalar, aylar yillar gecirmek zorunda olan astronotlar i¢in bdyle bir kalkan korumasi
s6z konusu degildir. Bu sebeple Uluslararas1 Uzay Istasyonlarinda (ISS) insan giiciiyle yapilan
bilimsel ve deneysel ¢alismalar uzaydaki olumsuz kosullar sebebiyle yeryiiziinde oldugu gibi rahat
ve etkili gerceklestirilememektedir ve astronotlar uzay ortaminda belli bash saglik sorunlar ile
karsilagmaktadirlar. Ayn1 zamanda bagisikligi da etkileyerek homeostazinin bozulmasina yol
acmaktadir (Clapp vd., 2017). Radyasyon, DNA'nin dogru sekilde kopyalanmasini
engeller. Radyasyon DNA'ya da zarar vererek apoptoza neden olur (Borrego-Soto vd., 2015).
Kozmik uzay radyasyonu iyonize radyasyon grubudur. Iyonlastirict radyasyon (IR) tarafindan
indiiklenen en tehlikeli DNA hasart tipini olusturur (Sekil 1). DNA kirilmalarini, 6zellikle de ¢ift
zincir kiriklarini indiikleyerek DNA yapisini dogrudan etkiler (Willers vd., 2004). Radyasyon
Diinya iizerinde cesitli ¢evre kirliliklerine neden olur su yollarindaki radyasyon kirliligi balik ve
sudaki organizmalarda birikir ayn1 zamanda toprakta da kontaminasyona neden olur igtigimiz
sudan yedigimiz besine kadar radyasyona maruz kalmis oluruz (Rodriguez Eugenio vd., 2018) Bu
da ilerleyen donemlerde doku hasari kanserlesme ve 6liime kadar giden sorunlara neden olur.
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Sekil 1. Hiicresel seviyede radyasyon ile meydana gelen zararlarin sematik gosterimi.
Projemizdeki tiim sekiller ekibimiz tarafindan tasarlanip gorsel hale getirilmistir.

3. Coziim

Insan mikrobiyotayla ilk kez dogumda, dogum kanalinin Lactobacillus agisindan zengin
mikrobiyal toplulugu ile yikanir ve bagirsak mikrobiyotalarini annelerinden alarak olgunlastirirlar
(Milani vd., 2017). Milyonlarca bakteri bu mikoton denen ortak yasam alanini paylasir ve insanin
her tiirlii viicut savunmasinda gorev alirlar. Fakat bu laktobasillerin gorevleri yiiksek radyasyona
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kars1 direng saglamaya yetmez. Insan mikrobiyota toplulugunun cins ve tiir bakimindan bakteri
topluluklar1 belirlenebildigi i¢in konak bakteriyi mikrobiyota bakterilerinden segmek miimkiin
olacaktir. Mikrobiyal floranin korunmasi ve viicudun radyasyona kars1 diren¢ kazanmasi ile ilgili
caligmalar genom dizisi DNA hasarmin 6nlenmesinde tam anlamiyla belirlenmis Deinococcus
radiodurans ekstremofilik bakterisi istenilen geni tam anlamiyla icermesi Ve bilinen radyasyona
en direngli organizmalardan biri oldugu i¢in segilecektir. D. radiodurans, 1.5 ila 3.5 pm ¢apinda
oldukea biiyiik, kiiresel bir bakteridir. Dort hiicre normalde birbirine yapisarak bir tetrat olusturur.

Bakteriler kolayca Kkiiltiirlenir ve insanlar tizerinde herhangi bir patojeniteye neden olmaz
(Makarova, vd 2001). Bu bakteri DNA koruyucu protein tabaka, daha kalin hiicre membran1 ve
reaktif oksijen tiirlerinin notrlestirilmesi gibi radyasyondan kurtulmak i¢in DNA diizenlemesi veya
mutajenite faktorleri olmadan yiiksek DNA hasarlarint onarmak i¢in de etkili mekanizmalar
kullanir (White vd 1999; Makarova vd., 2001). ilgili genetik kodlar, Ulusal Biyoteknoloji Bilgi
Merkezi (NCBI, ABD) gen bankasinda mevcuttur. Gen bankasinda AE000513 Deinococcus
radiodurans R1 kromozom 1, tam dizi olarak verilir. Gen bankasinda yine JN571419.1
Deinococcus radiodurans susu ATCC BAA-816 tek sarmalli DNA baglayici protein geni bulunur
(Brooks and Murray,1981) ilgili DNA dizinleri kalip olarak kullanilarak niikleik asit sentezi
gerceklestirilecektir. Daha sonra bu 6zellikler rekombinant DNA teknolojileri ile normal bagirsak
floras1 bakterilerine aktarilacaktir. Probiyotikler normal mikrobiyal dengeyi yeniden saglama
yetenegine sahiptir ve bu nedenle anksiyete ve depresyonun tedavisinde ve onlenmesinde
potansiyel bir role sahiptir (Clapp et al., 2017). Probiyotik hap ve probiyotik besin takviyesi olarak
da verebilecegimiz Deinococcus radiodurans sogukta, dehidrasyonda, vakumda ve asitte hayatta
kalabilir ve bu nedenle poliekstremofil olarak bilinir. Normal sartlarda iyonize radyasyondan ve
tiirlerinden korunmak igin kursun, beton veya su bariyerleri, gama 1sinlarina karsi koruma saglar
fakat insan bedenini beton ve su bariyerleriyle 6rtmek hem Diinya ortaminda hem de yer¢ekiminin
olmadig1 bir ortamda miimkiin olmayacaktir bu sebeple projemiz kapsaminda yerli ve milli olarak
iiretilecek rekombinant DNA teknolojisiyle meydana gelecek iiriin sonucunda hem Diinyadaki
insanlarin hem astronotlarin radyasyona kars1 gelistirilecek bakteri bariyeri sayesinde
kanserlesmenin ~ Oniine  gegilecek  bilimsel — arastirmalar igin  siireklilik  saglanmig
olacaktir. Astronotlarin uzaydaki yasam kosullarmi elverisli hale getirerek yasayacaklar1 saglik
sorunlarin1 en aza indirgeyerek bilimsel ¢aligmalar1 nitelikli ve uzun vadede siirdiiriilebilir hale
getirmeyi amaglamaktay1z.

4. Yontem

Radyasyona dayanikli oldugu bilinen bakteri suslar1 genomlar1 tanimlanmis giivenilir
uluslararasi bakteri stoklarindan temin edilecektir. Daha sonra bu bakteriler laboratuvar ortaminda
cogaltilarak radyasyona diren¢ saglayan genlerin normal bagirsak florasini olusturan bakterilere
aktarilmasi planlanmaktadir. Tim bu islemler i¢in gerekli detaylar asagida verilmistir.

4.1. ATCC’den Alinan Bakterilerin Cogaltilmasi ve Saklanmasi

Bir et suyu tiipii (5 ila 6 mL) kullanarak Pastor veya 1,0 mL pipetle yaklasik 0,5 ila 1,0 mL
cekilerek tiim pelet yeniden sulandirilir. Bu sivi aseptik olarak et suyu tiipiine geri aktarilir Iyice
karistirilir. Agar egimli ve/veya plakay1 asilamak i¢in birka¢ damla siispansiyon kullanilir. Tiipler
ve plaka 30°C'de 48 saat inkiibe edilir.



4.2. Gen Klonlama Teknolojisi

Gen teknolojisi gen ifadesini anlama dogal geneti cesitlilikten faydalanma genleri degistirme
ve genleri yeni konaklara aktarma ile ilgili bir dizi faaliyete verilen terimdir. Rekombinant DNA
teknolojisi, temel olarak diger iki teknolojiye, klonlama ve DNA dizilimine
dayanmaktadir. Klonlama, belirli bir genin veya ilgili DNA dizisinin klonunu elde etmek i¢in
yapilir.

4.3. Gen Klonlama Islemi

1) Klonlamak istenen geni iceren DNA fragmenti dairesel bir DNA molekiilii icerisine
yerlestirilir ve rekombinant DNA molekiilii olusturulur. Dairesel DNA molekiilleri vektor olarak
adlandirilir.

2) Vektor konaker hiicreye geni transfer eder. Konaker hiicre genellikle bir bakteridir. Ancak
farkli tipte canli hiicrelerde bu amag i¢in kullanilabilir.

3) Konakg hiicre i¢cinde vektdr ¢cogalir pek ¢ok 6zdes kopyasim iiretir. Bu asamada sadece
kendi degil, gen bolgesi de tretilir.

4) Konak¢1 hiicre boliindiigli zaman rekombinant DNA molekiillerinin kopyalar1 yavru
hiicrelere gecer ve vektor replikasyonu burada da devam eder.

5) Pek c¢ok hiicre boliinmesinden sonra 6zel konakgi hiicrelerin kolonisi veya klonu
olusturulur. Klondaki her hiicre bir ya da daha fazla rekombinant DNA molekiiliiniin kopyasini da
igerir.

Probiyotik bakteri susu

N

izole Edilen Plasmid restriksiyon enzimiyle kesilerek izole edilen
Deinococcus gen probiyotik bakteri susuna aktarlir ve DNA ligazla

radiodurans Gen genlerin vapistrilmas: gerceklestdrilin,

N /O

Diger probivotik
Klonlama sonrasi olusan rekombinant DNA molekiilil bakterilere aktanim
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Sekil 2. Radyasyona direncli bakteriden mikrobiyata bakterisine direng¢ genlerinin aktarima.
Projemizdeki tiim sekiller ekibimiz tarafindan tasarlanip gorsel hale getirilmistir.



4.4. DNA Dizin Analizi
44.1. PCR

PCR karisimi dsDNA molekiiiintin iki ipligini birarada tutan Hidrojen baglarmin kirilip
molekiiliin denatiire olmasuna yol agan sicaklik 94°C'ye kadar 1sitilir. Karisim 50-60 °C ye kadar
sogutulur bu sicaklikta her molekiiliin iki ipligi tekrar bir araya gelebilir ancak ¢ogu birlesmez
¢linkili karigim bol miktarda spesifik pozisyonlarda DNA molekiilii ile eslesen baglanan (anneal)
kisa DNA molekiilleri icerir bunlara oligoniikleotit veya primer denir.

Sicaklik 74 °C ye ¢ikarilir bu sicaklik karisimda bulunan Taq DNA polimeraz enziminin
optimal ¢aligma sicakligidir. Taq DNA polimeraz her bir primerin ucuna baglanarak kalip DNA
molekiiliine komplementer yeni DNA ipliklerini sentezler. Baslangicta 2 DNA ipligi yerine 4
DNA ipligi olusur. Sicaklik tekrar 94°C ye c¢ikarilir. dSDNA molekiiller tekrar denatiire olur.
Denatiirasyon- annealing sentezinin ikinci dongiisii baslar. Dongili sonunda 8 tane DNA zinciri
olusur. 30 kez dongiiniin devam ettigi diisiiniiliirse 130milyon tizeri yeni dsDNA molekiilii elde
edilir.

PCR bilesenleri deney tiipiine eklenmesi gereken kimyasallar ve enzimlerden olusur bunlar:

dNTP'ler (dATP, dGTP, dCTP, dTTP), forward ve reverse primerler, Tag DNA
polimeraz enzimi, Mg*? soliisyonu, cogaltilacak kalip dsDNA olarak siralandirilabilir. Gen
klonlama ve pcrin dneminde hiicredeki tiim diger genlerden tek bir genin saf numunesini ayirt
etmek yatar.

4.5. Klonlama ile Gen izolasyonu

Elimizde her biri farkli gen ya da gen pargasini tagiyan fragmentlerin bir karigimi bulunur
(6rn; E.coli biinyesinde 4000 den fazla geni barindirir bu karmasik gen dizilimleri geni izole
ederken bazi se¢im sorunlarini da beraberinde getirir. Klonlanacak DNA fragmentiyse bu
karisimin i¢inde bulunur. Bu karisim bir organizmanin tiim genetik materyali olabilir. Bu
fragmentlerin her biri ilgili geni taasiyan rekombinant DNA ailesi meydana getirmek i¢in farkli bir
vektor molekiiliine yerlestirilir.

Genellikle yalnizca bir rekombinant DNA molekiilii tek bir konak hiicreye nakledilir.
Klonlarin son sathasinda pek ¢ok farkli rekombinant DNA molekiilii igermesine ragmen her 6zgiin
klon sadece bir molekiiliin ¢oklu kopyalarini igermis olur. Gen klonlama deneyinin basar1 veya
basarisizlig1 elde edilen pekcok farkli klondan ilgilenilen klonu saptama yetenegidir. Bu agsamada
gen artik orjinal karisimindaki tiim diger genlerden ayrilmistir. Bakteriler basit canlilardir
insanlardan daha fazla gen icerirler. Baz1 stratejiler klonlama deneyi sonrasi istenlen genin dogru
kopyasini elde etmek i¢in kullanilabilir. Bdylece istenen rekombinant klon kolayca segilir.

4.6. PCR ile Gen Izolasyonu

PCR bir genin saf numunesini elde etmek icin kullanilabilir. PCR sirasinda kopyalanan
basglangic DNA molekiiliiniin siirlarmin iki oligoniikleotidin yapistigi pozisyonlarla belirlenen
kisim olmasindan dolayidir. Primerler ilgili genin her iki tarafina baglanrsa genin pek ¢ok kopyasi
sentezlenebilir. PCR deneyi birkag saat iginde tamamlanirken klonlama deneyi haftalar alabilir.

Coklu izolasyon i¢in PCR yerine Klonlama tercih edilebilir. Primerin ilgili genin her iki
tarafina dogru pozisyonlara baglanmasi i¢in baglanma yerinin dizileri bilinmelidir. Onceden



belirlenen bir diziyle primer sentezlemek kolaydir. Uygun primer sentezi i¢in baglanma yerinin
dizisini bilmemiz gerekir. PCR ile 6nceden galisilmamis genleri izole etmek igin kullanamayiz.

PCR ile kopyalanan DNA dizisi uzunlugu sinirlidir 5 kb kolay kopyalanirken 40 kb dan biiyiik
kisimlar i¢in 6zel teknikler gerekebilir. Uzun bir genin tam versiyonunu elde etmek i¢in klonlama
gerekecektir. PCR ile farkli organizmalarda esdeger genlere bakilarak primerler tasarlanabilir.
Tiim dizisini bildigimiz gen izolasyonu i¢in PCR teknolojisinden yararlanilir.

4.7. Klonlama icin Kullanilan Vektorler

Bir vektor, klonlama veya rekombinant DNA tekniginin bir pargasi olarak belirli bir DNA
segmentini bir konak hiicreye tagimak icin bir ara¢ olarak kullanilan bir DNA molekiiliidiir. Vektor
olarak genellikle plazmit veya viriisler kullanilir. Bir DNA molekiiliiniin gen klonlamasi igin bir
vektor olarak hareket edebilmesi i¢in cesitli Ozellikler gostermesi gerekir. En Onemlisi
rekombinant DNA molekiiliiniin ¢ok sayida kopyasinin iiretilip yavru hiicrelere aktarilmasi i¢in
konake1 hiicre icinde kopyalanabilmesidir. Biiylik molekiiller saflastirma sirasinda pargalanma
egiliminde ve manipiile edilmesi zordur. Klonlama vektorii nispeten kiiciik olmas1 gerekmektedir.

2 tuir ekstrakromozomal DNA molekiili bakteri hiicresinde bulunabilir.

1. Plazmit DNA’s1
2. Bakteriyofaj kromozomlari

Plazmit DNA’s1 bakteri genomunun haricindeki bagimsiz DNA molekiilleridir. Hemen hemen
her zaman bir veya daha fazla gen tasirlar. Bu genler konakg1 bakteri tarafindan sergilenen faydali
bir 6zellikten sorumludur 6rnegin Deinococcus radiodurans bakterisinde olan radyasyon direng
genleri gibi. Molekiiler biyoloji ve genomikteki son gelismeler, Deinococcus radioduransin tam
genom dizisini ve iki kromozom, bir megaplazmit ve 45.7 kb'lik bir plazmitten olusan bir genomu
ortaya ¢ikarmistir (Meima & Lidstrom, 2000).

4.8. Deinococcus radiodurans DNA Saflastirilmasi
4.8.1. Plazmit DNA’s1 Hazirlanmasi

Kromozomal DNAdan plazmit DNAsmin saf olarak ayrilmasi gerekir. Plazmit ve bakteri
DNAs1 arasindaki temel fark fiziksel biiyiikliik farkidir. Biiyilk DNA molekiillerini kiigiiklerinden
ayrabilen tekniklerin plazmit DNAsin1 saflagtirmasi gerekir.

Plazmit ve bakteri kromozomlar1 halka seklindedir fakat hiicre 6ziitii hazirlanirken dogrusal
DNA olusumu i¢in kirilir. Kromozomal DNA Biiyiikliik ve Konformasyona dayali ayirma
yontemleriyle ayrilir.

Biiyiikliik esasina dayali ayirma: Hiicre liziz edilirse ¢ok diisiik miktarda kromozomal DNA
kirilir. Elde edilen DNA parcalar1 ¢ok biiylik olacaktir. Bu pargalar, plazmitlerden ¢ok biiyiik
olacaktir. Bu plazmitlerden ¢ok daha biiyiiktiir ve santrifiijlemeyle hiicre kalintisiyla beraber
uzaklagtirilabilir. Bakteri hiicresi lizozim veya EDTA gibi hiicre duvar1 pargalayicilariyla
parcalanir. Liziz islemi yapilirken cok nazik olunmalidir. Kromozomu tamamen kirmayiz ve bir
kismi hiicre debisiyle dibe ¢oker. Hiicre duvari parcalanan bakterinin santrifiijiiyle hiicre 6ziitii




elde edilir. Plazmit DNA kiiciik oldugu i¢in yogunluk farki nedeniyle yukarida kalir hiicre kalintisi
asagiya coker.

Konformasyona dayali ayirma: Siiper kivrimli molekiiler olarak bulunurlar. Iki farkli metot
kullanilir. Alkalin denatiirasyon ve Etidyum bromiir-Sezyum kloriir yontemi.

Alkalin denatiirasyon: Plazmitler supercoiled halde bulunur. PH’1 12-12,5 alkali kosullara
getirirsek ssDNA’ya denatiire ederiz. PH’ 1 tekrar notr hale getirirsek lineer DNAlar bir araya
toplanir. Santrifiijlenerek lineer DNA peletinin asagi ¢okmesi supercoiled plazmitin yukarida
kalmasi esasina dayanr.

Etidyum bromiir- sezyum kloriir yogunluk kademeli santriifiijleme: Bu yontem bir floresan
ozellik gosterdigi icin DNA’y1r gdérmek icin kullaniriz. iki bandi birbirinden ayirir. Denge
tekniklerinin veya yogunluk kademeli santrifiijlemenin 06zel bir versiyonu olmakla beraber

yogunluk kademesi ¢ok yiiksek bir hizda CsCl ¢ozeltisinin santrifiijlemesiyle olusturulur. Yiiksek
santrifiijleme kuvveti tiiplin dibine Cs ve Cl iyonlarim1 ¢ekecegi i¢in kademe olusur. EtBr
dsDNA’nin agilmasina yol agar. DNA arasina interkale olur.

4.9. DNA’y1 Kesmek icin Enzimler

Kesme islemi her bir vektor i¢in 6zel bir diziden olmali. Her bir vektdr molekiilii halkay1
agmak icin tek bir pozisyondan kesilmeli ki yeni DNA yerlesebilsin (Rastgele kesim tatmin edici
degildir). Bir defadan fazla kesilen bir molekiil iki ya da daha fazla fragmana ayrilirsa klonlama
araci olarak kullanish olmaz. Bu manipiilasyon i¢in 6zel niikleaz tipine ihtiya¢ vardir. Klonlanacak
DNA’y1 da kesmek gerekir.

Tanima Bolgesi (Kesim Bolgesi)
5’GAATTC 3’ Kesim bolgeleri palindromdur
’CTTAAGYS
Diger restriksiyon endoniikleaz DNA’y1 farkli sekillerde keser. Bu enzimlerle iki DNA iplik

ayn1 pozisyonda kesilmez. Kesimle 2-3 niikleotit kars1 karsiya gelmez. Olusan DNA fragmanlari
her bir ugta kisa tek iplikli yapiskan uclara sahip olur.

a) Kesimi yapilacak DNA test tiipiine konur.

b) Reaksiyon karigtiminin hacminin ayarlanmasi ic¢in tampon ilave edilir (Restriksiyon
endoniikleaz i¢in uygun tampon segcilir).

c) Restriksiyon enzimleri ilave edilir.
d) 37 °C’de inkiibasyon saglanir.

e) Proteinlerin istenmeyen sekilde kesime devam etmesini dnlemek icin fenol Oziitleme
sicaklik uygulamasi ve EDTA ilavesi (EDTA Selatlastirici Mg*? iyonlarina baglanir).

f) DNA kesilmis olur (Sekil 3).
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Sekil 3. Laboratuvarda restriksiyon endoniikleaz sindirimi gergeklestirilmesi. Projemizdeki tiim
sekiller ekibimiz tarafindan tasarlanip gorsel hale getirilmistir.

4.10. Restriksiyon Enzimi Kesim Sonuglar: Degerlendirme

DNA molekiiliiniin kesilip kesilmedigini anlamak i¢in vizkozitesi saptanir. Biiyilk DNA
molekiilleri kiiciik olanlardan daha akiskan ¢o6zelti meydana getirirler. Vizkozite disiisi
kesilmeyle ilgilidir. Elektroforez, iyon degisim kromotogrofisi gibi bir karigimda molekiilleri
ayirmak icin elektrik yiikii farkinin kullanildigi bir tekniktir. DNA molekiilleri (-) yiike sahiptir.
Elektrik alana konulursa (+) yiike hareket ederler. Molekiiliin hareket hiz1 sekline ve yiik-kiitle
oranina baglhidir. Cogu DNA molekiilii benzer yapida ve benzer elektrik yiikiine sahiptirler. Farkli
biiyiiklilkte parcalar elektroforez ile ayrilamaz. DNA molekiil biiytikligi elektroforez jelde
gerceklesirse bir faktor olabilir.

Jel elektroforezi biiyiikliiklerine gore DNA molekiillerini ayirabilir. DNA g6riintiilemenin
diger yolu EtBr agaroz ya da poliakrilamit jeldeki DNA boyamasi i¢in kullanilir. Biiyiik
molekiiller jelde daha yavas yiiriirken kiigiikler daha hizli yiirtir. Agaroz veya PAGE kullanilarak
daha kii¢iik parcalarin ayrimi saglanir. Jel elektroforezinin sonucu i¢cin DNA’y1 goriiniir yapacak
olan bir boya ile jel boyanir.

4.11. Boyamanin Dezavantaji

Hassasiyetinin bir sinir1 vardir. Otoradyografi bir cevap saglar. DNA molekiilii elektroforez
oncesi her molekiile radyoaktif etikette etiketlenir, jelin lizerine x 1sinlarina duyarlt film konarak
gorintiilenir. Radyoaktif DNA bant kaliplarini ortaya ¢ikarak sekilde filme isler.

4.12. DNA Molekiillerinin Biiyiikliigiiniin Hesaplanmasi

Bu islem igin asirt hassaslik ve zaman gerekli degildir. Bilinen biiyiiklikte DNA
fragmanlarindan olusan std restriksiyon sindirimi yliriitiilen jele ilave edilir.

4.13. DNA’dan Farklh Kesim Pozisyonlarim Haritalama
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Cesitli enzimlerin tanima yerlerini, DNA molekiiliindeki pozisyonunu gdsteren harita
olusturulur. Sadece bir restriksiyon haritas1 varsa belirli kesme islemi i¢in dogru enzimler
secilebilir. Genetik harita gen bolgesini restriksiyon haritas1 yapmak igin bir seri restriksiyon
sindirimi yapilmali.

4.14. DNA Ligazin Etki Sekli

Rekombinnat DNA molekiilii olusumunun son sathasi vektor molekiilii ve klonlanacak DNA
molekiiliinii birbirine baglamaktir. Bu isleme ligasyon baglama denir ve reaksiyon katalizleyen
enzime DNA ligaz denir. Daha 6nce yapilmis bir ¢alismada Deinococcus radiodurans direng
genlerinin E.coli bakterisine aktarimi basariyla gerceklesmis olup sonug olarak E.coli basariyla
diren¢ genlerini almistir ve yapilan ¢alisma somucunda radyasyona direngli bakteriler elde
edilmistir (Glenn V. Dalrymple, Thomas J. Lynch ve James W. Hardin, 1989).

4.15. Uriinler

Vektoriin igine istenen geni eklemisizdir (istenen rekombinant DNA molekiilleri). Vektor
istenen gen bdlgesini degilde istenmeyen gen bolgesini almistir.

e Kendi kendine kapanan vektorler.
e Baglanmamis DNA fragmenti
e Baglanmamis vektor

Baglanmamis molekiiller nadiren probleme yol agar. Bakteri hiicresi tarafindan alinsalar da
istisnai sekilde replike olacaklardir. Konak bakterideki enzimler DNA pargalarini yikabilir. Kendi
kendine baglanan vektor molekiilleri ve yanlis rekombinat molekiiller istenen molekiil kadar etkili
replike olur.

e Baglanmayan molekkiiler alinsa bile replike edilemez.
e Halkasal yapilar bakteri tarafindan alinma egilimindedir.
e Bakteri i¢ine giren tiim halkasal molekiiller replike olur.

Molekiil saflastirilmast klonlama ile olur ¢ilinkii bir hiicrenin birden fazla DNA molekiiliinii
almasi olagandir. Her hiicre tek koloni verir, bu yiizden olusan kolonilerin her biri ayn1 molekiilii
iceren hiicrelerden olusur. Farkli koloniler, farkli molekiilleri igerir. Bazisi istenen rekombinant
DNA molekiiliinii bazist da farkli rekombinant Molekiilleri ve bazisi da kendi kendine baglanan
vektorl igerir. Cikabilecek problem: Dogru rekombinant plazmitleri i¢eren kolonileri saptama
meselesi halini alir.

4.16. Transformasyon (bakteri hiicresi tarafindan DNA alinmasi)

Birgok bakteri tiirii, biiyiidiikleri ortamdan DNA molekiillerini alabilme yetenegine sahip.
Bazi bakteri tiiri DNA alimini esit sekilde gerceklestiremez (6rnegin E. coli’yi igeren bakteri
tiirlerinin ¢ogu sinirli miktarda DNA alir.) Klonlamadan farkli bir yontem olarak transformasyon
kullanilabilir. Bu transformasyon i¢in probiyotik bakterilerinden biri olan Streptococcus
thermophlius kullanabiliriz.

Bu tiirleri etkili sekilde transforme edebilmek igin bakterilerin DNA alma yeteneklerini
arttiracak birtakim fiziksel/kimyasal muameleye maruz birakilir. Muameleye maruz kalan hiicreler
kompetan hiicrelerdir. CaClo DNA’nin hiicre disina ¢okelmesine neden olur veya tuz hiicre
duvarinda DNA baglanmasin arttirici degismeden sorumludur. Kompetan hiicrelere DNAnin asil
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giris sicakhigr yavasga 42° C yiikseltilmesiyle uyarilir. Transforme halkasal yapiy1 alan, klon ise
istenen genin aktarildigi1 koloni olarak tanimlanir.

4.17. Transforme Hiicre Secilmesi

Plazmiti alan hiicreyi transforme olmayan hiicrelerden ayirt etmek gerekir. Plazmitin
alinmasini ve kararli kalmasi, plazmit tarafindan tasman genlerin ifadesine bakmakla saptanir. ilk
klonlama vektorii Streptococcus thermophlius plazmiti ¢ig siitten elde edilen termofil tetrasiklin ,
eritromisin ve klindamisine, streptomisin ve neomisine direng gosteren suslar bulundu (Florez and
Mayo 2017). Streptococcus thermophlius tetrasiklin detoksifiye edici enzimleri kodlayan gen seti
tasir. Streptococcus thermophlius transformasyon deneyinden sonra yalniz plazmit alan
Streptococcus thermophlius hiicreleri amp® ve tet® ¢ dir. Amp ve tet igeren agarda koloni
olusturabilirler. Transforme olmayanlar koloni {iretemez. Bdylece transforme olan ve
olmayan gen segilebilir. Ornegin Streptococcus thermophilus icin hiicrelerinin gesitli plazmit
DNA tiirleri ile genetik transformasyonu i¢in hizli ve uygun bir elektroporasyon prosediirii
gelistirilmistir. Doniisiim frekansi, elektrik darbesi igin secilen kapasitans ve voltajdan,
elektroporasyon ortaminin pH'indan ve bilesiminden ve doniistiiriici DNA'nin molekiiler
kiitlesinden etkilenmistir. Elektroporasyon, plazmit DNA'y1 S. thermophilus'a sokmak i¢in basit ve
etkili bir tekniktir ve bu 6nemli endiistriyel mikroorganizma i¢in rekombinant DNA teknolojisinin
gelistirilmesinde faydalidir (Somkuti and Steinberg 1988).

4.18. REKOMBINAT SAPTANMASI

1) Segici bir ortama ekim yapmak transforme olanlarla olmayanlar ayirt etmeyi saglar.

2) Transforme olan kolonilerin hangisi rekombinant DNA molekiillerini ve hangileri kendi
kendine baglanan vektorleri i¢erdiklerini saptariz.

3) Rekombinatlar inaktive edilen gen tarafindan kodlanan o6zellik konak tarafindan
sergilenmedigi igin saptanabilir.

4.19. Rekombinant Se¢imi Nasil Yapilir?

Transformasyondan sonra hiicreler amp igeren ortama ekilir. Koliniler goriiliinceye kadar
inkiibe edilir. Bu kolonilerin hepsi transforme olanlardir sadece birkagi rec Streptococcus
thermophlius igerir. Rekombinantlari saptamak igin koloniler tet® igeren agar ortamina kopya ekim
yapilir. Inkiibasyondan sonra orijinal koloniler yeniden biiyiir digerleri bilyiimez. Biiyiiyenler yeni
DNA fragmentleri igermeyen normal Streptococcus thermophlius ve bu yiizden islevsel trt? geni
tasirlar. Tet® agarda biiyiimeyenler rekombinattir.

Bunlarin pozisyonlar1 orijinal agar petrisiyle karsilastirilir ve orijinal petride rekombinat
koloniler belirlenir.

5. Yenilik¢i (Inovatif) Yonii

Uzay c¢aligmalar1 giinlimiizde rutin olarak kullandigimiz ama nerden geldigini bilmedigimiz
birgok cihazin gelismesine olanak saglamustir. I¢ organlarin goriintiilenmesini saglayan MRI
cihazi, kulak termometreleri, mobil ultrason, kanser dedektorleri, uzay arastirmalari sayesinde
kesfedilen cihazlardir. Bu c¢aligmalar uzaya gidip gelen astronot bilim insanlari sayesinde
gelismeye agik teknolojiler haline gelmistir. Ekstremofiller; biyoteknoloji, ilag ve bazi toksik
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bilesiklerin imhas1 konusunda gelecekteki ilerlemeler i¢in giiglii etkilere sahiptir. Gelecek yillarda,
bu canlilarin daha fazla kullanilmasi, radyasyon aracili kanser gibi hastaliklar i¢in tedaviler bulma
ve diger endiistriyel talepleri karsilama konusunda etkin rol oynayabilir. Astronotlar elverisli
olmayan kosullarda galistiklar1 i¢in yenilik¢i bir yontemle oksidatif strese karsi yiiksek direnci,
proteinlerin oksidatif strese karsi etkili bir sekilde korunmasi, bakterilerin probiyotik olarak
kullanilmasini igeren proje fikrimiz saglik alaninda radyasyonun yikici etkilerine kars1 yenilik¢i bir
tedavi yontemi ortaya koyar. Piyasada bilinen rutin kullanilan probiyotik takviyeleri yerine
probiyotik bakterilerin direngli hale getirilmesine yonelik olarak gerceklestirilmesi agisindan ilk
olma 6zelligi tasir.

Bu projeyle sadece astronotlarin degil radyasyon altinda ¢alismak zorunda kalan insanlarin ve
saglik calisanlarinin radyasyonun zararli etkilerini gidermek agisindan da daha once yapilmamis
bir ¢aligma olacaktir. Ayni zamanda ayni biyokimyasal mekanizmalar1 kullandig bilinen yashiligin
geciktirilmesi ve kanser tedavisi gibi onemli sorunlarm ¢o6ziimiine katki saglayabilecektir. Bu
caligma, halk sagligi acisindan yerli ve milli yeni tedaviler ortaya koyulmasina olanak verir.
Biyoteknolojik olarak gelistirilecek bagirsak florasi bakterilerinin iiretecegi radyasyona direng
saglayan etkenlerin bir kismi bagirsak epitelinden emilerek kan dolasimina karigabilecektir. Bu
sayede sadece bagirsak mikrobiyotasini degil, aym1 zamanda viicut hiicrelerini radyasyondan
korunabilmesini saglayacak yenilik¢i bir yontemin gelistirilmesine oncii olacaktir. Herhangi bir
patojenitesi bulunmayan D.radioduran bakterisinin (Ozbey ve Asma, 2019) probiyotik bakterilerle
birlikte astronotlarin beslenme rejimlerine eklenip eklenemeyecegi ile ilgili 6n c¢aligmalar
yapilabilecektir. Bu agidan ekstremofilik bir bakterinin ilk kez probiyotik olarak
degerlendirilmesine yonelik yenilik¢i bir ¢alisma ortaya koyulacaktir (Sekil 4).
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Sekil 4. Gelistirilmesi diisiiniilen rekombinant teknoloji ile bagirsak florasindaki dogal bakterilerin
radyasyondan korunmasini sematik gosterimi. Projemizdeki tiim sekiller ekibimiz tarafindan
tasarlanip gorsel hale getirilmistir.
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6. Uygulanabilirlik

Rekombinant DNA teknolojisi 1970li yillardan beri bir¢ok alanda basarili bir sekilde
uygulanmaktadir. Bu alanda daha 6nceden bildirilen bir ¢alismada rekombinant DNA teknolojisi
ve prensipleriyle Deinococcus radiodurans DNA'sinin genomik bir DNA kiitiiphanesi R1 geni ,
pBR322 plazmit vektorii kullanilarak hazirlanmis ve rekombinant plazmit, radyasyona daha
duyarl bir organizma olan Escherichia coli RR1'l déniistiirmek i¢in kullanilmig bunun sonucunda
elde edilen Echerichia coli RR1 radyasyona direng kazandig: bildirilmistir (Glenn V. Dalrymple,
Thomas J. Lynch ve James W. Hardin, 1989). Bagirsak bakterilerinin bir tanesinin bile bu geni
almamasi durmunda milyonlarca bagirsak ve probiyotik bakteri oldugunu unutmamak gerekir. Bu
durumda geni alma olasiligin1 arttirmis oluruz. Mevcut sartlar altinda projemiz ticari bir iiriine
donitstirtlebilir biyokimyasal deneme, hayvan denemeleri, toksisite denemeleri ve insanlar
iizerindeki caligmalar1 sonucu giivenlik testleri tamamlandiktan sonra piyasada bir ila¢ niteligi
tastyabilir.

7. Tahmini Maliyet ve Zaman Planlamasi

Proje biinyesinde kullanilmasi planlanan cam malzemeler, inkiibatorler ve diger cihazlar
Kiitahya Dumlupmar Universitesi, Ileri Teknolojiler Merkezi, Biyoteknoloji Laboratuvari
tarafindan karsilanacaktir. Gerekli diger bakteri suslarinin yaklasik maliyetleri Tablo 1’de
listelenmistir.

Tablo 1. Proje kapsaminda ihtiya¢ duyulan bakteri suslar1 ve yaklasik maliyetleri.

ATCC iizerinden temin edilecek Fiyat Kullamim amaci
bakteri
Rekombinant uygulamalar, radyasyona
Deinococcus radiodurans R1 525 Euro diren¢ olusumu saglayan genler i¢in kaynak
organizma.

Rekombinant uygulamalarda kullanilacak

Streptococcus thermophlius 525 Euro dogal mikrobiyata bakterisi

Rekombinant uygulamalarda kullanilacak

Lactobacillus rhamnosus 531 Euro dogal mikrobiyata bakterisi

Lactobacillus delbrueckii subsp. Rekombinant uygulamalarda kullanilacak

Bulgaricus 525 Euro dogal mikrobiyata bakterisi

Bfidobacterium longum 595 Euro Rekomblnvant uygula_malarda kul_la}mlacak
dogal mikrobiyata bakterisi

Lactobacillus asidophilus 525 Euro Rekomblrlant uygulamalarda kul.la.mﬂacak
dogal mikrobiyata bakterisi

iniilin prebiyotik Iif 386,72 TL Probiyotik bakterilerin yasam alan1 ve lif

destegi
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Tablo 2. Is paketleri ve siireleri

No is Paketi Adi AYLAR

Deinococcus radiodurans ve
1 diger bakterilerin
uluslararasi bakteri
stoklarindan temini.

2 Radyasyona direng
genlerinin tespit edilmesi.

Secilen direng genlerine
3 Ozel primerlerin dizayn
edilmesi

Genomik DNA izolasyonu

4 ve direng genlerinin
cogaltiimasi
5 Cogaltilan direng genlerinin

kalite kontrolliniin yapilmasi

Radyasyona direng

6 genlerinin normall
mikrobiyata bakterilerine
aktariimasi

7 Aktarilan genlerin kontrol
edilmesi

Olusturulan radyasyona
8 direngli rekombinant
bakterilerin radyasyon
altinda test edilmesi

8. Proje Fikrinin Hedef Kitlesi

Bugiin Diinyada ve Tiirkiyede bircok meslek radyasyona maruz kalmaktadir. Bunlardan
bazilar1 , niikleer tip teknisyenleri, tibbi radyoloji teknisyenleri, ugak miirettebati, radyum kadranh
aydinlaticilar, yeralt1 sert kaya madencileri, Cernobil ve Fukushima temizlik is¢ileri, niikleer silah
testi katilimcilar1 ve niikleer endiistri ¢alisanlar1 ve astronotlar en 6nemli radyasyon ajanlarina
maruz kalmaktadir. Ayn1 zamanda gelisen teknolojiyle beraber her giin aldigimiz radyasyon
dozlar1 artmaktadir bununla alakali olarak harici kullanabilecegimiz probiyotik takviyesi olarak bu
caligmay1 kullanabilmeyi hedeflemekteyiz.

9. Riskler

DNA izolasyon asamasinda EtBr metodunda bazi kanser faktorlii riskler bulunmaktadir. Bu
calismayr yapanlarin son derece dikkatli olmasi gerekmektedir. Farkli metotlar da
kullanilabildiginden bu riskten korunma sansimiz vardir. Bakterinin geni alip almadigini kontrol
ederken kullanacagimiz metotlar ¢alisanlar icin yliksek dozda radyasyon riskleri barindirabilir. Bu
calismay1 yaparken laboratuvar ortaminda radyasyon korunakli kiyafetler, gozliik, eldiven
takilmalidir. Deinococcus radiodurans ve diger bakteriler i¢in herhangi bir patojenite faktorii
bulundurmadig: i¢in klonlama i¢in herhangi bir risk faktorii bulundurmaz.
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