NÜKLEİK ASİT PÜRİFİKASYONU

Hücredeki bazı makromoleküller

· Yağlar
· Karbonhidratlar
· Fenolik Bileşikler 
· Nükleik asitler ( 1.En çok çalışma burada yapılıyor)
· Proteinler ( 2.En çok çalışma burada yapılıyor)

· Su

Nükleik asit izolasyonu için nükleik asit harici diğerlerini ortamdan uzaklaştırmak gerekiyor. Önce hücre duvarını/membranı ve de çekirdeği  parçalayıp nükleik asitleri ortaya çıkarmak gerekiyor.

NÜKLEİK ASİTLER NEREDE BULUNURLAR?

DNA    →   
Genomik DNA

                    
Organeller  DNA


        
Viral DNA


        
Ökoryatik DNA →
Bitkiler ( Hücre duvarı var. )





Hayvanlarda ( Hücre duvarı)

                    
Prokaryotik DNA
Prokaryotik DNA: Normal koşullarda hücre duvarı yoktur. Ekstrem koşullarda (soğuk , sıcak , tuz v.s.) hücre kendini korumaya alır (yaşamın devamlılığı için, çeperler sekonder kalınlaşmaya uğrar). Biz genelde bakterileri fazla strese sokmadan, optimum koşullarda yetiştiririz ve DN’larını hücreleri parçalayarak ortaya çıkarırız. Prokaryotik hücrede çekirdek olmasa da DNA yine de hücrede belli bir yerde (nükleoid bölge) bulunur.  Bakteri hücrelerini ısı ile veya genellikle DNA izolasyonu gerektiğinde bir hücre parçalama solüsyonu ( Complete Cell  lysis Solution (CCL )) kullanarak yaparız.

Ayrıca bakterilerde bir de plazmidler var . Bunlar bazı bakterilerde bir veya birkaç tane, bazılarında daha fazla. Uygun koşullarda çoğaltılan bakterilerdeki plazmid sayısı bakterilerin DNA replikasyonu (Genomik DNA) dışında otonom olarak çoğalır. Bu plazmidler genellikle antibiyotik veya belli bir kimyasal bileşiğe karşı dirençlilik genleri taşırlar. Gen demek peptid (protein) demektir. O halde genin ekspresyonu gerekli. Transkripsiyon, translasyon ve ortaya çıkacak işi yapacak olan proteindir. Biz plazmidlere vektörler diyoruz. Başka vektörler de var (bu konu başka bir dersin konusudur). Vektörleri aracı olarak veya taşıyıcı olarak düşünebiliriz. Ne taşıyorlar? 

Bir DNA  Bilgisi : DNA’ nın 4 temel özelliği vardır. Bunlar : 




1. Replikasyon

 


2. Bilgi Depolama




3. Bilginin İfadesi




4. Mutasyonlarla Varyasyon

DNA, RNA ve proteinlerdeki bilgi akışını kısaca özetleyecek olursak :
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DNA taşıyıcısı olarak kullanılan vektörlerin gerekli olmayan kısımları çıkarılmak suretiyle sadece vektörün seçici markör özelliği belki korunarak arzu edilen DNA sekansı (gen olabilir) bu vektöre aktarılarak hızla çoğalması sağlanabilir. Bunun için DNA’yı kesebileceğiniz Restriksiyon Enzimi ve istediğiniz DNA’yı bağlayabileceğiniz Ligaz enzimine ihtiyaç duyulur. (Rekombinant DNA Teknolojisinin temelini oluşturan bu konular başka bir dersin konularıdır). 

Burada anlatılmak istenen çeşitli nedenlerle bazen DNA izolasyonunu ve de Plazmid DNA’sı izolasyonuna ihtiyaç duyulduğudur. Mesela bir geni bir plazmide aktarmışsak buna klonlama denir. Bu geni taşıyan  plazmidi önce bu iş için uygun bir bakteriye aktarırız. Bakteriler büyüyüp çoğalırken (içinde plazmidler de aynı şekilde çoğalıyor), plazmidler bir de onlardan bağımsız ayrıca çoğalırlar. Bu şekilde hızla istediğiniz DNA’nın çoğalması sağlanır. Daha sonra bunu genomik DNA ve plazmid DNA’sına birbirinden ayırabilmek için mesela Sezyum Clorürde (Cesium Chloride =CsCl) yoğunluk gradienti kullanılabilir. Son zamanlarda fiziksel ve kimyasal özelliklerindeki farklılıkların kullanıldığı kitlerle bu çalışmalar çok daha kolay yapılabilmektedir.

Baştan alırsak ,öncelikle hücrelerin parçalanması icap eder. Bu iş için genellikle içinde NaOH bulunan deterjan içerikli bileşikler kullanılır. Örnek olarak Sodium Dodesyl  Sulfite (SDS) verilebilir. Parçalanan hücrede açığa çıkacak nükleik asit ve proteinlerden hangisini izole etmek istiyorsak, özellikle onu parçalayan enzimlerin kullandığımız solüsyonlarda bulunması gerekir. Kullandığımız solüsyonlarda örneğin protein izole etmek istersek sıklıkla kullanılan Lysozyme (lizozim) bulunmamalı, DNA izole ediyorsak DNase olmamalı, RNA izole ediyorsak RNase A bulunmamalıdır. Yani kısaca malzemelerimizde nükleaz ve proteinaz olmamalıdır. 

Saflaştırmada Kullanılan Diğer Solüsyonlara Örnekler :

· Glikoz – Tris – EDTA Solüsyonu 

· Guanidin Hidroklorür Solüsyonu (RNA için RNase ve protein için proteinaz inhibisyonu yapar)

· Guanidin Thiocynate Solüsyonu (Güçlü bir protein denatüre edici ve RNase’ları inaktivite edicidir) 

İzole edilen ve saflaştırılan DNA veya RNA, Tris–EDTA (TE) tampon çözeltisi ya da TE’de de geçerli olduğu gibi herhangi bir nükleaz içermeyen ultra-saf su içinde uygun konsantrasyon verecek şekilde çözülür. Uzun süreli saklamalarda daha ziyade TE kullanılır. Pürifikasyon esnasında gerekli olabilecek diğer Moleküler Biyoloji çalışması hassasiyetindeki kimyasallar ve solüsyonlar; 

· Sodyum asetat, 3M

· Ultra saf üre: Nükleik asitleri denatüre etmede sıklıkla kullanılır. Elektroforez yada proteinlerin sekonder ve tersiyer yapılarını çalışırken DNA sekanslama protokolleri esnasında DNA’yı denatüre halde (tek zincir) tutar. Ayrıca SDS ve EDTA eşliğinde üre, bir non-spesifik serin proteaz olan proteinaz–K enzim aktivitesini artırmada kullanılır. 

· İzopropanol: Nükleik asitlerin çöktürülmesinde kullanılır.

· Saf ve % 70’lik etanol: Nükleik asitlerin çöktürülmesinde kullanılır. 
· DEPC (diethylpyrocarbonate ): Ortamda , kullanılan cam ve plastik malzeme ve de solüsyonlardan RNase kontaminasyonunun elemine edilmesinde kullanılır.
NÜKLEİK ASİT SAFLAŞTIRILMASINDA KULLANILAN ENZİMLER:
1. Dnaz I (Öküz Pankreası ) = Deoksiribonükleaz I: Etkili bir şekilde ssDNA veya dsDNA’yı hidroliz eder (divalent katyonlar eşliğinde) ve 3'–hidroksil oligonükleotitleri oluşturur. Kritik RNA çalışmalarında (doku ve bakteriyel hücre kültürlerinde) çok önemlidir.

2. Lizozim ( Yumurta beyazında ): Özellikle çift katmanlı bakteri lipid tabakasında bulunan proteinlere özel bir hidrolitik enzimdir. Yumurta beyazından izole edilir. 

3. Proteinaz K: Non-spesifik bir serin proteaz olup SDS, EDTA ve üre mevcudiyetinde yüksek aktivite gösteren bir enzimdir.

4. Rnaz A (Öküz Pankreası): Doku ve bakteriyel hücre kültürü preprasyonlarında RNA kontaminasyonunun hidrolizle elimine eden bir endoribonükleazdır. Dnaz aktivitesi olmaması gerekir.

5. Rnaz İnhibitörü ( İnsan Plesantasından): cDNA sentezi , in vitro transkripsiyon ve RNA örneklerinin uzun süre saklanmasında rxn karışımında RNaz aktivitesini inhibe etmede kullanılır. Bu proteinin aktivasyonu için DTT gereklidir.

6. EDTA,Tetrasodium tuzu ( Ethylene daimine tetra acetic acid): Metal iyonlarını tutuklamaya yarayan geri dönüşümlü bir metalloproteaz inhibitörü olarak kullanılır.

NÜKLEİK ASİT EKSTRAKSİYONU

Fenol, Sature (doymuş) fenol ve Fenol:Kloroform karışımları: 
Protein kontaminasyonu olmadan saf nükleik asit elde etmek, pek çok moleküler biyoloji araştırmasında çok önemlidir. DNA saflaştırmada fenol ve fenol:kloroform karışımları ile ekstraksiyonu en yaygın metottur. Çift distile ve doymuş fenol  uygulaması gereklidir. Ekstraksiyon protokollerinde kullanılacak fenolün ayrıca yüksek saflıkta fenolik asit (fenol oksidasyonunun bir ürünü) kontaminasyonu olmaması gerekir. Ağır metal kontaminasyonu da istenmez. 

Nükleik asit purifikasyonunda neden fenol ve fenol:kloroform kullanılır?

Fenol ekstraksiyonu genellikle DNA ve RNA içeren solüsyonlardan protein ve restriksiyon enzimlerinin uzaklaştırılması için kullanılır. Fenol ve kloroform proteinlerin sekonder yapısını parçalayarak onların denatüre olmasını ve solüsyonda presipitasyonunu sağlarlar. Fenol ekstraksiyonu esnasında bu presipite olan proteinler bir araya toplanarak sıvı ve organik fazlar arasında interfazda toplanırlar. Bu solventlerin her biri tek başına bu fonksiyonu yerine getirme yeteneğine sahip olsa da ikisi birlikte proteinleri solüsyondan daha etkili bir şekilde uzaklaştırırlar. 

Nükleik asit purifikasyonunda hangi fenol karışımını kullanmalıyız?

Spesifik bir protokolde kullanılacak en uygun fenol karışımını seçmek için pH’nın fenolün performansına olan etkisini iyi anlamak gerekir. pH 7.0 ve üzerinde DNA ve RNA fenol ekstraksiyonu esnasında üstteki sıvı tabakada yer alır, proteinler ise interfazda kalır. DNA pürifikasyonunda, fenolün pH’sı 7.0 ve üzerinde olmalıdır. pH 7.0’nin altında olursa DNA denatüre olur ve proteinlerle birlikte interfazda yer alır. pH düştükçe bu oran artar ve maksimum pH 4.5’ta RNA ise düşük pH’da sıvı fazda toplanır. Bu özellik RNA’nın genomik DNA’dan saflaştırılmasında sıklıkla kullanılır.

Kloroform:İzoamil alkol (24:1)

Sıklıkla 24 kısım kloroformla 1 kısım izoamil alkol karışımı kullanılır. Bu karışım sıklıkla fenolde karıştırılır (25:24:1). Bu karışım son konsantrasyon nükleik asit pürifikasyonunu bir hayli artırır.

RNA Saflaştırılması İçin Asitle Dengelenmiş Fenol Karışımları:

RNA saflaştırılmasında en ideal olan fenol veya fenol:kloroform karışımı kullanılmaktadır (pH 4.5-5.5). Fenol RNA’yı saflaştırsa da, mRNA kloroformun tamamen eksik olduğu durumda DNA ile interfazda toplanır. Fenol:kloroform karışımı oranı hiç kloroformun bulunmadığı solüsyonda 1:1 oranına kadar değişir. Bu farklılık çalışılan dokuya ve izole edilecek RNA çeşidine göre değişir. Birçok uygulama için 5:1 oranında fenol:kloroform karışımı ile başlanması tavsiye edilir. Fenol:kloroform 1:1 için pH 5.2’dir. Önceden izoamil alkol ile karıştırılmış olanda oran (25:24:1)’dır. mRNA pürifikasyonu ve cDNA çalışmaları için maksimum poly(A+) RNA hazırlamak için 1:1 karışımından kullanmak faydalıdır.

DNA’NIN GÖRÜNTÜLENMESİ
Nükleik asit ve proteinlerin bir solüsyonda bulunup bulunmadığını spektrofotometrik yöntemlerle ölçerek belirliyoruz. 

260 nm dalga boyunda DNA ve RNA’yı 

280 nm dalga boyunda proteinleri 

230 nm dalga boyunda diğer komponentleri okuyoruz.

ELEKTROFOREZ

DNA, RNA ve proteinleri direkt olarak görmek mümkün olmadığı için bu moleküllerin bulunduğu ortama bazı kimyasal bileşikleri katarak onları görünür hale getirebiliriz. Yine bunları boylarına göre ayırmak için büyüklüklerinden ve taşıdıkları yükten yararlanarak elektrik verilen bir ortamda (iki kutuptan birine +, diğer kutba – elektrik vermek koşuluyla ) bunları büyüklüklerine göre uygun por çapında matriks benzeri katılaşan ortamdan geçirerek görüntüleyebiliriz. Yaygın olarak kullanılan bu ortamlar şunlardır:

1. Agaroz Jelleri

2. Akrilamid jeller: bis-akrilamid ile birlikte kullanılır (kros-bağ yapabilmeleri için)

bis-akrilamid 

(19:1) ( 
Nükleik asitlerin ayrıştırılmasında ideal  
(29:1) (
Nükleik asit ve proteinlerin ayrıştırılmasında
(37.5:1) ( 
Proteinlerin ayrıştırılmasında
(30:0.8) ( 
Proteinlerin ayrıştırılmasında kullanılır.

Eğer sekanslama amaçlı bir jel yapılıyorsa bu poliakrilamid jele üre de katılır.

Elektroforez esnasında jelin uygun bir tampon çözeltiden geçmesi gerekir.

Sıklıkla kullanılan tampon çözeltiler :

TBE Tampon Çözeltisi (Tris-Borik Asit-EDTA ): 

Hem akrilamid hem de agaroz jel elektroforezi esnasında yaygın olarak kullanılır. DNA pürifikasyonu ve DNA sekanslama teknikleri için optimize edilmiştir. Toz halinde, konsantre sıvı halde, kullanıma hazır konsantrasyonda ya da tablet halinde bulunabilir. Tabi en uygunu ve ucuzu kendimizin hazırlamasıdır.

Bunun için:
1xTBE tamponunda; 
0.089 M Tris bazik 


0.089 M Borik asit

0.002 M EDTA bulunur.


Son pH 8.3  

TBE’nin Özellikleri 

· Küçük DNA fragmanlarının yüksek rezolüsyonda ayrımında kullanılır.

· (1 kb DNA ayrıştırmada faydalıdır.

· Tampon kapasitesi TAE’den yüksektir.

· Uzun elektroforezler için uygundur.

· Yüksek iyonik güç ister. 

· Tamponun tekrar sirkülasyonuna gerek yoktur.

TAE Tamponu (Tris –Asetat-EDTA) :

Yüksek moleküler ağırlıkta, dsDNA’nın yüksek rezolasyonda gerektiren agaroz jel elektroforez uygulamalarında yoğun olarak kullanılır. TAE tamponu jel içi manipülasyonları ve bant izolasyonları prosedürlerinde TBE’ye göre daha kullanışlıdır. 

1x TAE  tamponunda : 

0.04 M Tris-Acetat 

 


0.001 M EDTA



Final  pH 8.0

TAE’nin Özellikleri:
· DNA’nın jelden ayrıştırılmasında ve jel içi manipülasyonlarda uygundur.

· Büyük DNA fragmanlarının daha iyi rezolüsyonunu verir.

· (12 kb DNA ayrıştırılmasında uygundur.

· Düşük tamponlama kapasitesine sahiptir.

· Düşük iyonik güce sahiptir.

· Tamponun tekrar sirkülasyonu gerekli olabilir.

Herhangi bir jeldeki DNA fragmanının boyunu hesaplayabilmek için örneğin yüklendiği yuvanın yanına (agaroz jel, agarozun ısıtılması ile suda yüksek sıcaklıkta sıvı haldedir, soğumaya başlayınca donar. Donmadan önce uygun bir kaset içine dökülen agarozun bir tarafına da örneklerin yükleneceği yuvaları oluşturacak bir tarak sıcakken sıvı haldeki agaroz solüsyonu içine yerleştirilir. Agaroz donduktan sonra bu tarak özenle çıkarılır. Dişlerin yerinde örneklerin yükleneceği yuvalar oluşmuştur). Yuvaların 1-2 tanesine (genellikle ilk ve son yuvalara ya da örnek sayısı az ise örnek yüklenen yuvaların önceki ve sonraki yuvalarına, bazen örnek sayısı çok fazla olduğunda ise örneklerin ilaveten ortasına bir yere) boylarını önceden bildiğimiz fragmanlara sahip DNA markörleri yüklenir. Bu markörler ilgilendiğimiz aralıklarda DNA fragmanlarından oluşur ve genellikle bir vektörün (plazmid/virüs) DNA’sının farklı enzimlerle kesilmesi sonucu, vektörün tüm DNA dizilimi bilindiği için enzimin de spesifik olarak nerelerden keseceği önceden bilindiği için her zaman böyle bir kesim işlemi boyu bilinen fragmanlar verir. Onlara bakarak kendi örneğimizin boyunu hesaplarız.

NÜKLEİK ASİT /PROTEİN BOYALARI

Nükleik asit ve proteinleri direkt olarak göremediğimiz için DNA’yı görünür hale getiren bileşikler kullanılır.


1. Nükleik asitleri görüntülemede sıklıkla kullanılan bir floresan boya Etidyum bromürdür. (C21H20BrN3 ) MW. 394.32 0.5 (g/ml konsantrasyonda agaroz ve akrilamid jellerinde 312 nm dalga boyunda (UV ışığı ) 10 ng nükleik asit görüntülenebilir. Konsantrasyon arttırıldığında (0.5-1.0 (g/ml) sezyum klorürden DNA pürifikasyonunda kullanılabilir. 


2. Sybr Green Nükleik Asit Boyaları: Etidyum bromürden 25 kat daha az DNA’nın görüntülenebilmesi ile daha hassastır. Bu boya ve özel filtre ile 254 nm‘de görüntüleme yapılabilir. 


3. Proteinler Coomassie Blue G-250 ile boyanırlar.


4.Gümüş boyama (AgNO3 )

Nükleik asit ve proteinleri hassas bir şekilde görüntüleyebilmek için basit bir boyama protokolüdür. Poliakrilamid jellerde kullanılır. 

DNA / RNA VE PROTEİN YÜKLEME BOYALARI

DNA, RNA ve proteinlerin akrilamid ve agaroz jellerinde yüklenmesi esnasında kullanılırlar. 

Elektroforez esnasında 3 fonksiyonları vardır: 

1. Örneğe karıştırılan boya, örneğin yüklenmesini kolaylaştırır. 

2. Örneğin yoğunluğunu arttırdığı için örneğin yuvacıkta etkin bir dağılımını sağlar. 

3. Boyaların kendileri de örnekten bağımsız olarak jelde yürürler. Bu da kullanıcının nükleik asit veya proteinin ne kadar yol aldığını tahmin etmesini sağlar. 

İki veya üç farklı renk veya tonda boyalar kullanılabilir. Örneğin yürüme esnasında bu boyalardan biri %1’lik bir agaroz jelde 4000 baz çiftine denk gelirken, bir diğer boya 600 baz çiftine, diğeri 150 baz çiftine denk gelebilir. Boyalar örneğin yürümesini engellememeli ve DNaz, RNaz ve Proteaz içermemelidir. Genellikle glikoz, sukroz, ficoll gibi bileşikler içerirler ve 2x, 3x, 4x, 6x, gibi konsantre halde hazırlanırlar. Kullanımları 1x konsantrasyonda olur. 

