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OZET

Ang II, periferal renin angiotensin sisteminin (R.A.S) aktif oktapeptidi olup;
kan basinci ayarlanmasinda. viicuttaki su ve tuz metabolizmasinda etkilidir. Beyinde ise
otokrin olarak R.A.S. sisterminin varlifl gosterilmis olup (32) etkisinide beyinin belirli
bolgelerine yerlesmis ©6z2l reseptorlerle gosterdigi ispatlanmugtir (33). Ang II
reseptorleri, AT 1 ve AT 2 olarak simflandirilmgtir (9). AT 1'in Ang II'nin biitlin
faaliyetlerini gostermede etkili reseptdr tipi oldugu kabul edilir. Yapilan bu ¢alismada
kullanilan materyal ise Dr.Akbagsak'in galigmalarindan elde edilen Ang II reseptorii
ATI1X'in rekombinant klonlaridir. $6yleki, beyin Ang II reseptoriinii kodlayan
bolgesini tagityan pGEM 7Z:(-) plasmid vektdriine klonlanmug olan P-15 rekom.dinant
klonuna benzeyen Ang II gz 1 reseptdr cDNA klonlar ve periferik Ang Il tip 1 ~eseptdr
cDNA klonu P-59'dan farks Ang I tip 1 reseptdr ¢cDNA klonlan tespit edildi. Bu
klonlardan Ang II tip 1 resertorlerinden beyin'e 6zgiin olan yeni bir tipi AT 1 X olarak
isimlendirilmistir ( Dr. Ak>asak tarafindan). Ozgiin AT 1 X beyin reseptor sexinslan
igermekte olan P-15 rekom:>inant klonun sekans analizi ile farklilig1 ayni yonteler ile
elde edilen fakat periferik Ang IT AT 1 A reseptdr sekanst tagtyan P-59 rekomboinant
klonundan farklidir. Bu ¢ahsmada, P-15 rekombinant klonun 6zelliklerini tagiyan fakat
biittin Ang II tip 1 reseptdr cDNA'sim1 kodlayan kontrol bélgelerini igerez sigan
hipotalamik cDNA kiitphanesinde izole edilen 8 tam boy 3.2 kb'lik rekombinan: klonu
restriksiyon enzimleri ile araliz edilmigtir. Iglerinden 46-A ve 51-A klonlanimin Ang II
tip 1 beyine 6zgiin AT1X sekanslarimi kodlayan ve kontrol bélgelerini igeren klon

oldugu saptanmustir. Sekans analizi ile bu bulgu kontrol edilecektir.



ABSTRACT

Ang II, peripheral renin angiotensin (R.A.S) is system's octapeptid; at adjusting
blood pressure and it is effected at metabolism water and salt in body. In brain as
otocrine there is existance of system showed (32).1t had been proved that in some parts
of brain showed receptors settled (33). Ang II receptors are classified as AT 1 and AT
2. AT 1 is accepted to show effective activities receptor. The material used at this study
is Dr. Akbagak's study resuyits and derived Ang II receptors and AT 1 x's recombinant
clons. Let's say brain Ang II receptors coded pGEM7 7f(-) plasmid vectors clonned P-
15 recombinant and looks like Ang II type 1 receptor cDNA clons and peripheric Ang
II type 1 and receptor cDNA clon different from P-59 Ang II type receptor cDNA clons
Wwere cleared.Fn‘)m there clons Ang II type 1 receptors which belong to the brain a new
type is called AT 1 x (by Dr.Akbasak). AT 1 x brain receptor which is got frcm the
same way but peripheric Ang II AT 1 A receptor which carries P-59 recombinant clons.
At this study P-15 recombinant which carries clons specialities Ang II type 1 receptor
c¢DNA and coded control areas rat hypothalamic cDNA isolated 8§ full size .2 kb
recombinant clon restriction enzyms and there are analised. Through them 46-A and
51-A clons ANG II type 1 belong to the brain AT 1x secans and coded and contain

control area are proved. With secans analysis and finding will be controlled.
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1.GIRIS

Angiotensin II (Ang IT); metabolizma, biiyiime, santral sinir sisteminde etkiye
sahip, s1v1 homeostasisinde etkili olan ve gegitli biyolojik etkilerin diizenlenmesine
katkida bulunan bir polipeptittir. Ayrica bilinen en giiglii vazokonstriktor maddedir
(2.8.9).

Klonlama, kisaca bir canlidan alinan DNA fragmentinin bir diger canl
DNA 'simin igine-6zellikle bakterilerdeki plasmidlerin i¢ine restriksiyon enzimleri ile
ekleme yapilacak bolge kesilerek- aktarimudir. Bu yontem sayesinde, genlerin etkisi
sonucunda olusan biyolojik aktivitelerin incelenmesi kdlaylt}&m,st;r.?

Restriksiyon enzimleri DNA'da gesitli bolgelerde kesim yapan enzimierdir.
Cesitli restriksiyon enzimlerinin kesme alanlarimin bagintili pozisyonlan ile DNA
molekiiliiniin kesilip incelenmesi kisaca restriksiyon analizi olarak bilinmektedir (28).

Polimeraz zincir reaksiyonu (P.C.R) ilk defa 1985 yilinda tammlanmgtir.
P.C.R'da genetik materyalin ¢ogaltiimas: esas alinir. Amag hedef DNA'nin Taq veya
rTth polimeraz ile in vitro xosullarda gogaltilmas: amaci giidiilmektedir. Pikogram
seviyesindeki drnek bu yontem ile mikrogram seviyesine ¢ikanlabilmektedir. Bunun
i¢in ayrica ortama uygun primer ve 4 adet ANTP'lanin eklenmesi gerekmektedir (20).

Yaptifimiz bu g¢ahismada E.coli'ye klonlanmug olan Ang II tip 1 reseptor
cDNA'simin restriksiyon enzimleri ile haritalanmasi ve P.C.R ile yapilan galismanin
dogrulugunun kontrol edilmesi amaci giidiilmiigtiir.



2. GENEL BILGILER

2.1.Plasmidler ve Islevleri
Prokaryotik hiicrelerde dogal olarak bulunan plasmidler, genellikle i¢lerinde
bulunduklan hiicreler i¢in gerekli olmamakla birlikte faydalar: olan gen sekanslan ile
bakterilerin restriksiyon ve modifikasyon sistemlerine uyumunu kolaylagtinir.

Plasmidler bakterilerde extra kromozomal DNA replikonlaridur.

Plasmidlerin molekiil agirliklar genellikle 4—8x16 Dalton arasinda degigsmekte olup
igerdikleri DNA, orta biiyiikliikte ki 100 polipeptidi yonetmeye yetecek genetik bilgiyi
tagiyabilir. Kendi bagimsiz replikasydnlanm yoneten genleri igerirler. Genellikle
bakterinin her béliinme dongiisiinde bunlarda 1 defa béliiniirler ve olugan kopyvalan 2
yavru hiicreye gider. Her bakteride 1-20 arasinda degigen plasmid molekiilii mevcuttur.
Bu genetik elemanlar bulurduklan ve aktarildiklar: bakteriye birtakim degisik biyolojik
yap: ve fonksiyon kazandirirlar. Bakterilerin plasmidler tarafindan kodlandig: bilinen
fenotik dzellikleri arasinda : antibiyotiklere ve agir metal iyonlarina gosterdikleri direng,
cesitli enzim ve toksin olusturma, kolonize olma, bakteriyosin, H2S, iireaz oluturma,
hemolizinler, proteazlarin olusumu, laktoz, siikroz, rafinoz, sitrat metabolizmasina
etkinlik, U.V. ye direng, enterotoksin ve , K-88 ve K-89 yiizeysel antijenleri ve toluen
gibi maddelerin pargalanmasi ve de azot fiksasyonu gibi 6zellikleri sayilabilir.
Plasmidler, genellikle bakteri kromozomunun %1-2'si kadar ve 15-200 gen arasi
degisen bir uzunluga sahipdr (16-17-26).

Plasmidler, bakteri hiicreleri i¢inde 2 durumda bulunabilirler;

a) Bagimsiz durumda; stoplazma iginde kromozom aktarimi yapabilen elementler

olarak,

b) Bagimli (integre) duramda; kromozom yapisina girip kromozom ile biitiinlegmig
olarak. Bagimli durumda iken konakg1 kromozomun bir pargasi olarak tek bir replikon
gibi davranirlar. Birlikte replike olurlar. Bagimsizdan -bagimliya doniigiimi dogal
olarak gézlenir.



Plasmidlerin bakteri kromozomu ile biitiinlesmeleri halinde, episomlar meydana
gelir. Plasmidler, ¢ift iplik¢ikli bir DNA molekiiliinden yapilmus, stoplazma iginde gogu
cembersel yapida, bir uglan ile bakteri memraninin bir noktasina tutunarak bakteri
kromozomundan ayr1 bir sekilde replikasyon gésteren ve bulunduklar: bakterinin baz
dzelliklerini genetik kontrol altinda tutan, bakteri kromozomundan daha kii¢iik DNA
elementlerdir (17.26).

Plasmidler, bakterilerden bagka bakterilere aktanlabilir ve yeni bakterinin
fenotipik dzelliklerini degigtirebilirler. Bulunduklan bakterilerden kendiliginden
kaybolacaklan: gibi, plasmid replikasyonunu inhibe eden baz1 maddeler (akridin boyalar
vb) araciif1 ile deneysel olarakta ortadan kaldirilabilirler. Plasmidler, bakteriden
bakteriye genellikle konjugasyon ile aktanlirlar. Bakteri DNA'sinin replikasyonuna
mani olan mutasyonlar, plasmid replikasyonunuda bloke ederler (16.23).

Plasmidlerin hepsinde kendi replikasyonlarim saglayan genler ile cesitli fenotipik
karakterleri yoneten 1-2 ile ¢ok sayida gen bulunur. Bazi plasmidlerde bakeriden
bakteriye kendi transferlerini saglayan tra (transfer) genleri bulunur. Bunlara konjugatif
plasmidler adi verilir. Bu tiir genleri bulunmayanlara non-konjugatif plasmicler ad
verilir. Bu sonuncular, ancak F faktdrlerinin bakteride bulunmas: ya da diger konjugatif
plasmidler aracilif: ile harekete gegirilerek konjugasyon ile bagka bak:erilere
aktarilabilirler.

Gram(-) bakteriler arasinda plasmidler, ¢ogunlukla konjugasyon ile aktanlirlar.
Gram(+) bakteriler arasinda da konjugasyona benzer olayla da aktarilan plasmidler
vardir.

Bir bakteride bulunan plasmidlerin sayisi, biiyiikliigii ve nitelikleri uzun zaman aym
kalir. Yavru hiicrelerede aynen aktarilirlar. Bu gekilde ayn1 bakteriden kaynakianan
kokenlerdeki plasmid tablosunun ayn1 olmasinin epidemiyolojik aragtirmalarda 6nemi
vardir (17).

Hiicre i¢indeki plasmidler, baglica {i¢ yontemle saptanir;



i) Fonksiyonlar: gézlenerek ve plasmid kriterleﬁné uygunluklan aragtinilarak,
ii) Egit yogunlukta dengeleme ydntemiyle santrifiijleme, ayirma, antma ve kimyasal
inceleme yontemiyle, |
iii) Elektromikrograflarda gostermek suretiyle,
Son yillann iiriinii olan Gen Kesme ve Ekleme Yontemleri ve Rekombinant DNA
teknikleri, hemen hemen her tiiriin arzulanan ve amaca uygun olan genlerinin
plasmidlerin yapisina yerlestirilmesine, bunlarin bakteri hiicrelerinin igine sokulmasi
suretiyle bir ok maddenin bakterilere yaptirilmasina ya da tiretimlerinin arttirilmasina
olanak saglamistir. Oregin; amilaz sentezinden sorumlu olan bir dizi genin bir Bacillus
.subtilus sugu iginde bir araya getirilmeleri suretiyle amilaz enzim iiretiminin 200 kat
arttirnilmasi miimkiin olabilmuigtir.

Aym gruptan veya aymi karakterlere sahip plasmid, bakterinin stoplazmik
membraninda ki yapigma yerlerinin spesifik ve aym olmas: nedeniyle, ayn: hiicrede
bulunamaz. E.coli K12 susunda F faktorii icin bir, R-fz;kttirii i¢in iki ve kolisin
(colicin) faktorleri i¢inde degisik yapisma bolgelerinin bulundugu bildirilmigtir (26).

Ayrica plasmidlerin bir hiicrede belli bir kopyast bulunur. Bu sinirlama stoplazmik
membrandaki 6zel baglanma yeriyle iligkilidir. Ayni tiir genetik element bir bakteride
plasmid karakterinde ise, bir diger bakteride bu 6zellige sahip olmayabilir. Omegin; F-
laktoz , Pr. mirabalis'te plasmid, E.coli'de epizom halindedir. (27).

En iyi bilinen plasmidler agagida verilmigtir;

1) E.coli K12'nin F faktorii , 2) Col plasmidleri, 3) R faktorleri, 4) Penisilinaz
plasmidleri ve Staphylococ 'lann diger bazi plasmidleri, 5) Salmonella typithin Fo
plasmidi, 6) Pseudomonas'larda ki metabolik yollarin yikici plasmidleri, 7) Bakterilerin
baz1 6zelliklerini kontrol eden genleri tagiyan, durumlar: kesinlik kazanmarus olan bazi

kromozom dis1 elementler. Bu plasmidler dierlerine oranla daha iyi incelenmigdr.



Tablo 2.1. Dogal Olarak Bulunan Baz1 Plasmidler ve Sorumlu Olduklari Iglevleri

Islev Ornekler
Fertilite F,R1, Coll

. Bakteriyosin Uretimi CloDF13, ColE 1
Antibiyotik Uretimi Scp 1
Agir Metallere(Cd, Mg) Direng P1258,R 6
Ultraviyoleye Direng Col1b,R 46
Enterotoksin Uretimi Ent
Bitkilerde Ur Olusumu T1 (26).

Tablo 2.2. Yapigskan Ug Olugturan ve Caligmada Kullanilan Enzimler

Etken Enzim Tanima ve Kesme

4 baz taniyanlar Hinf I 5...G/ CGC...3'
Hpal 5...C/CGG....3'

5 baz taniyanlar Aval 5...G/GACC....3'
EcoR II 5.../CC(A/T)GG....3'

6 baz tantyanlar BamH I 5...G/AATCC...3'
EcoR I 5...G/AATTC....3'

7 baz tantyanlar BstE IT 5...G/GTNACC...3’
Sau I 5...CC/TNAGG....3'



2.1.1. Plasmid vektorier

Dogal olarak bulunan plasmidler, gen aktariminda biiyiikliikleri nedeniyle pek fazla
kullaniimamaktadir. Bunlarin yerine rekombinant olarak 6zellikleri geligtirilmis,
gereksiz gen sekanslan ¢ikanlmig plasmidler tercih edilmektedir.

Plasmidler, ¢ift iplikgikli, sarmal ve sirkiiler yapida olup replikasyon orjinine sahip
olmalarn ve seleksiyonda Snemli fonksiyonu olan baz spesifik antibiotiklere rezistanshik
saglayan genleride kodlamalar: ile ayrica belli uzunlukta yabanci genleri kabul
etmelerini saghyan restriksiyon enzimlerini tamyan bolgelere sahip olmalan nedeni ile
plazmidler vektor olarak kullaniimalan miimkiin olmaktadir.

Plasmid DNA'larinin baz1 bolgeleri (Tet, Amp vb.) vardir ki bunlar hiicre iginde
replikasyonlan i¢in pek onemli degildirler. Ayrica bu bolgelere ek olarak restriksiyon
enzimlerinin kesici bolgelerini de igerirler. Rekombinant plasmid elde etmede, bu
sekanslarin i¢ine aktarilmas: istenen yabanci DNA fragmenti birlestirilir ve klonlama
bagarihi ise bazen bu antibivotiklere inaktif hale gelir. Diger genler aktivitesini korur.
boylece istenen dzellikleri msiyan rekombinant klon digerlerinden ayrilmus olur.

Klonlamada bir tek kesim yerine sahip enzimler ve plasmidler tercih edilmektédir.
Yabanci gen, bu markerlerden birinin i¢ine transfer edilerek, genin inaktivasyonu
saglanir. Klonlamada, antibiyotik rezistanshilik genleri tasiyan plasmidlere sahip E. coli
suglan tercih edilir. Segilen sug, CaClyli ortamda iiretilerek dig membran gegirgenligi
arttirilir ve vektsr DNA'sinm igine girmesi kolaylagtrilir,

Gen klonlanmasindaki genel prensipler ise;
a) Gen tagtyan DNA'nin veva RNA'min saf olarak elde edilmesi,
b) Genin yerinin belirlenmesi,
c) Genin ¢ikarlmasi,
d) Tagtyici(vektsr) DNA'nin elde edilmesi,
€) Gen DNA'simin vektér DNA's1 ile birlestirilmesi,



f) Olusan rekombinant vektor DNA'nn alici hiicreye aktariimasi,
g) Seleksiyon,
h) Gen iiriiniiniin kontrol edilmesi (23).

2.1.2. E.coli'nin Genetik Deneylerde Sik Kullammimin Nedenleri

Cok sayida suga sahip olmasi,

Cok kisa zamanda boliinerek ¢ogalabilmesi,

Tiim suglarin genetik haritalarimn tam olarak ¢ikanlmyg olmasi,

Temel besiyerlerinde tiremesi,

+ 37°C'de iiremesi,

Izolasyonunun gok kolay olmasi,

Kloramfenikol ile kromozom DNA'sinin replikasyonu onlenip, transfer edilmis
plasmid DNA'sinin replikasyonu arttirilabilir,

Zararsiz olmalari,

Muhafazalarinin.kolay.olmasi

Genetik stabilitesinin giivenilir olmasu.
2.2. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (P.C.R.) ve Amplifikasyonu

P.C.R. ilk defa, Kary Mullis taljafmdan 1985 yilinda tanimlandi. ik P.C.R.
uygulamalaninda enzim olarak Escherichia coli’den elde edilen enzim kullamliyordu. Bu
enzim, yiiksek 1s1ya dayaniksiz oldugu i¢in her siklusta ortama yeniden konuluyordu.
Yapilan ¢aligmalar neticesi, Thermus aquaticus'ta yiiksek sicakliga dayanikl: DNA
polimeraz (Taq polimeraz) elde edildi ve galigmalara bu enzimle devam edildi (30).

PCR'de, genetik materyalin ¢ogaltilmas: esas olarak alinmaktadir. PCR'nin
temelini, hedef DNA'nin spesifik deoksiniikleotid primerleri ve 1s1ya dayaniklh DNA

polimeraz ( Taq ve ya 1Tth polimeraz) enzimi yardimm ile in vitro kogullarda ¢ogaitilmast



teskil etmektedir. Orneklerde tek bir uygun DNA sekans1 bulunsa bile, bu ydntemnle
bunu 1 saat 15 dk i¢inde pikogram (pg)seviyesinden mikrogram (ug) seviyelerine
¢ikarmak miimkiindiir.

Test ortarmna tampon ile birlikte, ¢ift iplik¢ikli hedef DNA'lar nanomolar
(nmol) miktarda konur. Bundan sonra ortama, yeterli miktarda 4 tiir deoksiniikleotid
trifosfat (dATP, dGTP, dCTP,dTTP) ve spesifik oligoniikleotid DNA primerleri (iki
tiir 25-30 bazlik) ile 1s1ya dayanikh Taq polimeraz (veya rTth polimeraz) 0.25 pl /iinite
ilave edilir. Reaksiyona bundan sonra 3 agamada devam edilir;

i) Hedef DNA'larin denatiirasyonu (95°C de), DNA cift iplikciginin birbirinden
ayrilmasi;

ii) Primer DNA'larin baglanmasi (50°C de), sentezin baglamasi;

iii) Elengation (70-72°C'de), yeni DNA iplik¢ifinin sentezinin tamamlanmasi.

Tiip icinde bulunan karigim 6nce 95°C'ye kadar 1sitilarak ¢ift iplik¢ikli DNA'nin
denatiirasyonu saglamr ve w2k iplik¢ikli hale getirilir. Bu islemin sonunda tiip hemen
50°C'ye kadar 1sitilarak primerlerin, tek iplikgiklerin 3'-uglarindaki niikleotidlere
baglanmasi saglanir. DNA'mn sentezi (polimerizasyon) igin tiip 70-72°C'deki su
banyosuna konur. Bu 1s1dz termostabil Taq polimeraz enzimi, primerleri baglama
noktasina baglanp tek iplikcik DNA'y1 da kalip olarak kullanarak sentezi yapar ve yeni
cift iplik¢ikli DNA'lar meydana gelir.

Boylece her agamas: yaklagik 1dk 30 sn kadar siiren bu islemin sonunda pg'dan g
miktarindaki cDNA'ya ulagmak miimkiindiir. Bu ii¢ agamal1 birinci dénem bittikten
sonra tekrar denatiirasyon, baglanma ve polimerizasyon iglemlerine aym sirada devam
ederek uygulama siirdiiriiliir. Eger 25 donem devam edilirse 2 dk'lik aralikla yaklagik
Isaat 15 dk iginde pg seviyelerinde DNA elde edilebilir. Bundan sonra, hedef DNA'nin
teshisinde Southern Blot Hibridizasyonu veya Restriksiyon Analizi yéntemlerinden
biri kullanilarak yapilir.

Sentezlenecek hedef DNA'min uzunluBu ve sayisi ile kag kez tekrarlanacag, ortama
konan primer ve ANTP mikman ile yakindan iligkidir. Polimeraz enziminin bir defa ve



yeterli miktarda konmast 25-30 reaksiyon igin uygun bulunmaktadir. Ciinkii, enzim
1sidan etkilenmemektedir.

Bu reaksiyonda spesifik oligoniikleatid DNA primerlerinin (iki tiir 15-30 bazlik ve
tek iplik) 6zel bir onemi vardir. Bunlar, hedef DNA'mn sekanslarina kars1 hazifanmug
baz siralarindaki bagka kontaminant DNA ile kargiliklh reaksiyon vermezler veya
birlesmezler. Bu nedenlede hedef DNA baz swralarinin c¢ok iyi bilinmesi ve
primerlerinde bunda bulunan ve bagka yabanc1t DNA'da bulunmayan sekanslara kargi
hazirlanmms olmalan gereklidir. Primerler, tek iplik¢ikli hedef DNA'nin, 3'-uglanndaki
sekanslar baglanarak, Taq polimeraz igin, 5'—> 3' yoniinde bir basamak olusturur ve
sentez ¢ok kisa siirede tamamlanir. Hedef DNA'nin 3'-ucundaki bazlar ile primer
DNA' daki bazlar biribirlerinin komplementerleridir. Bu nedenlede ¢ok kolayca
baglanabﬂirler.

Primer DNA'lan1 basamak olarak kullanilacak olan termostabil polimeraz enzimi,
genellikle termofil mikroorganizmalardan olan Thermus aquaticus veya Trermus
thermophilus'tan elde edilmektedir (Taq ve rTth). Bu enzimler, 95-100°C sicakliga
dayanmakta ve enzim aktvitelerinde 70-72°C'ler arasinda optimal dereczlerde
caligmaktadir. Test ortamuna yeterli miktarda ve bir kez ilave edildiklerinde 23-30 kez
ayn1 program dongiisii iginde aktivite gdsterebilmektedirler.

Denemeler, (+) ve (-) keatroller ile birlikte hazirlanmalidir.

PCR'n birgok avantaji bulunmaktadir. Bunlar arasinda patolojik materyailerden
hastalik ajanlanimn tespitinin ¢ok kisa bir siire i¢inde yapilabilmesi ve giipheli olgularin
teshisinin kesinlestirilmesi yapilabilmekte, genetik bozukluklarin saptanmasina,
bireysel genetik identifikasyonlar, fingerprintler, adli tip, babalik tayini, soy
kiitiiklerinin hazirlanmasi, DNA analizlerinin yapilmas: sayilabilir. Buna kargin dnemli
olan bir dezavantaj ise ortama giren tek bir kontaminant DNA'da (eger primer ile ortak
bazlara sahipse) ayn1 derecede amplifiye olacak ve sonuglar etkileyecektir (23).

Amplifikasyon iiriinii ile olugacak kontaminasyonu; eliinine etmek igin urasil N-

glycosylase (UNG) enziminin kullanilmass, kisa dalgali U.V. 1ginlar ile muamele ve



amplifiye edilen DNA'nin fotokimyasal modifikasyonu gibi iglemleri uygulamak
miimkiindiir. UNG, DNA'daki deoksiurasilleri bularak onlart molekiilden uzaklastiran
bir enzimdir.

Amlifikasyon tiipiine, deoksitimidin trifosfat (dTTP) yerine deoksiurasil trifosfat
(dUTP) konularak amplifikasyon gergeklestirilmekte, boylece sentezlenen DNA'nin
yapisina deoksiurasiller girmektedir. Bu DNA'lar, UNG ile muamele edildiginde,
enzim tarafindan deoksiurasiller uzaklagtinimaktadir. Deoksiurasilleri giderilen DNA
molekiilleri, alkali ve 1simn etkisi ile pargalanmakta ve sonug olarak, amplifikasyon
tiiptine karigmug olsalar bile amplifiye olmamaktadiriar.

Ayrica bir difer kontaminasyonu engeleme sekli; kisa dalga boylu U.V.iginlariyla
yapilmaktadir. U.V. 1ginlan ile muamele edilince kénta.mine DNA molekiilindeki
komsu timinler arasinda dimerler olugmakta ve DNA'nin yapist bozulmaktadir. Bdylece
DNA'nin amlifikasyonu miimkiin olmamaktadir (30).

2.3. Restriksiyon Endoniikleazlar

Restriksiyon endoniikleazlar (R.E), ¢ift iplik¢ikli DNA'da spesifik bolgelerden
kesim yaparak DNA'dan gen tagiyan bir DNA segmentinin gikarilmasinda etkin ve
spesifik fonksiyonlan vardir (23).

R.E. enzimleri tarafindan taninan diziler, ¢ogu kez palindromlardir ve simetri
olugtururlar. Restriksiyon enzim g¢aligmalarinda en ilging olaylardan biri,
elektronmikroskobu gézlemleriyle belirlenen ve bir gok restriksiyon enzimi tarafindan
iiretilen fragmentlerin kendiliginden ligasyonla dairesel hale gelmesidir. Bu sirkiiler
yapilar 1siilarak yeniden diiz iplik¢ik haline getirilebilirler. Eger sirkiilasyondan sonra
bunlar 3'-OH ve 5'-P gruplarim birlegtiren E.coli DNA ligaz: ile muamele edilirse

dairesellegme stirekli duruma girer (29).
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Bakterilerin biiyiik bir b§limii bir veya birkag tiirde R.E.enzimi sentezlerler. Bunlarin
esas gorevleri, digandan bakteriye giren ve baz1 6zel gen veya markerler tagiyan genetik
mataryalleri ayrigtirarak mutasyonlara mani olmak ve tiirlerin genetik yénden
stabilitesini korumaktir (23).

Kisaca, R.E.'lar, palindromik dizilimli kirilmalar yapar ve bu kinlmalarda genellikle
biri digerinin tam karsiti1 degildir. Enzimler, komplementer uglu DNA fragmentleri
meydana getirir. Bir ¢ok restriksiyon enzimi, DNA'min kaynagim dikkate almadan bir
baz dizisini tanir. Dolayisiyla bir organizmanin DNA molekiiliinden bir restriksiyon
enzimi ile elde edilen fragmentler, bagka bir organizmanin DNA's: iizerine de aym
enzimin aktivitesi ile elde edilen fragmentler ile aym yapigtiric uglara sahiptir (29)."

Bugiin farkl spesifiteye sahip 400'in {izerinde R.E. bilinmektedir (25).

Restriksiyon enzimleri rekombinant DNA teknolojisinin ilerlemesindeki temellerin
birini olugturmugtur. Bir¢ok R.E., tek bir diziyi tanidifi i¢in $zel bir enzimin bir
organizmanin DNA'sinda yaptig1 kesme sayisi siurlidir. Yaklagik olarak 3100 baz ¢ifti
igeren tipik bir bakteriyel DNA molekiilii birkag yiizle birka¢ bin arasinda degisen
fragmente kesilirken, memelilerin niiklear DNA molekiilii 1 milyondan fazla fragmente
kesilir. Viral ya da plasmid DNA's1 gibi kiigiik DNA molekiilleri 6zel oneme sahiptir.
Ciinkii bunlar, enzimler icin sadece 1-10 kesilme bdolgesine sahiptir veya hi¢ kesilme
olmayabilir.

Bir R.E. tarafindan kesilerek meydana getirilen DNA'nin bir pargas: diger bir R.E.
ile daha kiiciik pargalara béliinebilir. Dizilim 6zgiilliigiinden dolay belirli R.E.leri
belirli DNA molekiilleri igin bir orjinal fragmentler seti meydana getirir. Bir diger
enzim, aynt DNA molekiiliinden farkhi bir fragment seti meydana getirir (29).

R.E.in 3 tipi bilinmektedir. Tip I ve tip Il enzimleri, herbiri endoniikleaz ve tek
protein molekiilii lizerine metilaz aktivitesine sahiptir, ve de DNA'da spesifik baz
siralarimi tanir. Ancak kesme iglemini bagka baz siralari arasindan yapar. Bundan
dolay1, bu grup enzimler, gen maniiplasyonunda kullanilmaz (Eco B, Eco K). Omegin
tip I R.E. taninan sekanstan en azindan 1000 bp'lik alandan rasgele DNA'y1 bélerken
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tip ITI, enzimleri taninan sekanstan 24 ile 26 bp'lik uzunlugu keser. 2500 tiir civarinda
tip IT R.E. ile hemen hemen 200 farkh sekans spesifitesi bakterilerden karakterize
edilebilmigtir. Ikinci grupta bulunanlar ise tanima ve kesme yoniinden daha
spesifiktirler yani sadece kesme bolgelerindeki 4 lii veya 6 11 baz dizilerini tamdiktan
sonra kesebilirler. Bu baz spesifitesi onlarin gen haritalamasinda ve rekombinant DNA
teknolojisinde amaca yonelik olarak segilip kullamlmasim saglar.

R.E. ile DNA molekiiliiniin muamelesi sonucu tanimlanan fragment {iriinleri, gel
elektroforez vasitasiyla biiyiikliiklerine gére aynlabilir. Ayrica elektroforez veya alkali
CsClide gradiyent ultrasantrifiij vasitasiyla da ayrilabilir.

Cesitli R.E.in bolme alanlarinin bagintili pozisyonlarn: ile DNA molekiliiniin
diyagramda gosterilmesi restriksiyon haritalamast olarak bilinir (23.28).

Tip Il enzimleri DNA'daki aktivitelerine gére 4 gruba aynlir;

1) Yapiskan uc olusturanlar : Bu tiir R.E. lar, ¢ift iplikcikli DNA'da genellikle 4-7
bazlik uzakliktan olmak fizere karsilikli keserek iki yapigskan ug¢ olustururlar.
Klonlamada bu tarz kesimden oldukga fazla yararlanilir (tablo2.2).

Boliinen DNA segmentinin iki ucunda birbiriyle veya ayn1 uglara sahip yabanci gen

DNA segmentinin uglanyla sirlesmeye hazr iki yapiskan u¢ meydana gelir.

ii) Kiit uc olusturanlar : Bazi enzimlerde ¢ift iplik¢ikli DNA'da kesimler vaparak
kiit uglar meydana getirir (tablo 2.3).

iii) Izogizomerler : Gerek yapigkan ug gerek kiit uc olusturan R.E'dan bazilan
DNA iizerinde aym yeri tamr ve oradan kesim yapabilir.
BamH I 5....G/GATCC....3' ( 5' ucundan yapigkan uglar)
Thal 5...GG/CC...3' (5' ucundan kiit uglar)

iv)_Degisik Tanima Yapanlar : Azda olsa bazi R.E'larin birden fazla tamma ve
kesme bolgeleri bulunabilmektedir.
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Tablo 2.3. Kiit Ug Olusturan ve Caligmada Kullanilan Enzimler

Etken Enzim Tanima ve Kesme
4 baz tantyanlar Alul 5'....AG/CT....3'
Hae I 5...GG/CC...3'
6 baz tanityanlar Ball 5...TGG/CCA...5’
Hpal

5..GTT/AAC...3

Accl 5....GT/ AGAC...3

5....GT/ATAC...3’

5....GT/CGAC....3

5....GT/CTAC.....3

Aat ]I 5'.....GACGT/C...¥

Hind IIT 5. A/AGCTT....3'
BamHI

5'......G/GATCC....3'
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Hind IIT 5..GTC/AAC...3' 5...GTT/AAC...3'
5...GTC/GAC....3' 5...GTT/GAC....3'

Bu tiir enzimler, gen maniiplasyonlarinda birgok kesim bolgesine sahip olmasi
nedeniyle genomik DNA analizinde kullamlmaktadir. R.E."larin DNA {izerindeki bu
aktiviteleri igin bazi optimal kosullara (1s1, tampon vs) gereksinimi vardir. Aksi halde
enzimlerin aktivitesi azahir. Mezofilik bakterilerden elde edilen R.E.lan genellikle 37-40
°C arasinda aktif olmasina karsin, termofiliklerde optimal 151 7 o°c ye kadar ¢ikabilir.

Hiicrelerin sentezledigi, R.E.lan digaridan giren DNA sekanslanina etkili olmasina
kargin kendi genomu igin zararsizdir. Modifikasyon enzimleri olarak tamimlanan
proteinler, kendi sentezledikleri R.E.larim tamma ve kesme bdlgelerini modifiye ederek
(metilasyon) kesilmeye mani olurlar. E.coli'nin gogunda DNA'y1 metilize eden (dam
metilaz, dem metilaz gibi) enzimler vardir (23).

2.4. Renin Angiotensin Sistemi ve Islevi

Renin Angiotensin Sistemi (R.A.S), su ve elektrolitlerin tutulmasim saglarken
artik maddelerin atilmasimda hizlandirir. Kuskusuz bu arteryel hipertansiyonda son
derece onemli, hayat kurtaric1 bir mekanizmadir. Bu mekanizma, ¢ol kosullarinda
oldugu gibi insan ve hayvanlarin dehidrasyonuna ugramasinda ¢ok Snemlidir. Ciinkii
dehidrasyon tek bagina bobrekte renin salgisini arttirip artik maddelerin ¢ikarilmasiyla
su ve tuz'un tutulmasini saglar (24).

R.A.S.'nin diizenleyici etkisi, hiicre memranindaki spesifik reseptérler tarafindan
yapilir (6).

R.A.S.'nin tam aktif duruma gelmesi igin, 20 dk. siire gerekir. Angictensin

olugumu, periferik arterleri daraltarak ve bobreklerde su ve tuz tutulmasini saglayarak
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Angiotensinojen ( Asp- Arg- Val- Tyr- ile- His- Pro- Phe- His- Leu- /Leu )

(yaklagik 400 a.a)
&—Renin
v
AngiotensinI ~ ( NH2- Asp- Arg- Val- Tyr- ile- His- Pro- Phe- /His- Leu- COOH )
«-A.CEE Peptidi‘ll/ dipeptidaz
karboksi hidrolaz
[Converting Enzim]
v
Angiotensin I  ( NH2- Asp- /Arg- Val- Tyr- ile- His- Pro- Phe- COOH )
Aminopeptidaz A

Angiotensin Il ( NH2- Arg- /Val- Tyr- ile- His- Pro- (Phe- COOH )
Angiotensinazlar Aminopeptidaz B Karboksipeptidaz

Yikilim Uriinleri

Sekil 2.1. Angiotensin olugumu mekanizmasi. Kiigiik oklar kesilme bolgelerine
igaret etmektedir (32).
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sokun ilerlemesini engeller ve Ang II, afferent arteriolleri daraltarak glomerullarda
basinc yiikseltir (24).

Lokal birgok dokuda, Renin Angiotensin Sistemi (R.A.S), angiotensin
salinimini autokrin mekanizmas: ile kontrol eder. Siganlardaki erken in vitro ¢aligmalar
gostermektedir ki, ilimh hiperglemik etkilerde Ang IT'nin karaciger iizerinden artan
glikoneolizis ve azalan glikoneoliziste etkilidir. éon 10 yilda diabet tablosunun
olusumunda R.A.S"n rolii, 6zellikle kalp ve bﬁbrekte.iyi bir gekilde tanimlanabiimigtir.
Renovaskiiler hipertansiyonda R.A.S'in aktivasyonu gosterilmigtir (11).

2.5. Angiotensin I

Ang I'in gesitli yapilar tizerindeki etkinligi Ang II ve Ang II'e gore zayitur. Bu
madde esas olarak Ang IT'e doniistiikten sonra etkinlik kazanmr (32).

Ang I olugtuktan birkag¢ saniye sonra Ang II'ye doniigiir. Bu doniigiim hemen
tiimiiyle akcigerlerdeki kii¢ik damar ceperlerinde bulunan A.C.E. nin katalizor exkisi ile
olur. Ang II, kanda birka¢ dakika kadar kaldiktan sonra angiotensin doniistiiriicli
enzimin angiotensinaz adi altinda toplanan gok sayida kan ve dokuda mevcut enzimler
tarafindan inaktive edilir (24).

Ang I, bir dekapeptittir ve angiotensinojen {istiinden renin'in aksiyonu volu ile
sentezlenir ve goriiniiste biyolojik aktiviteye sahip degildir. A.C.E ile Ang II
oktopeptidine ¢evrilmektedir. Bu degisim periferal vaskiilatiirde baz1 lokal formasyon
ile akcigerlerin vaskiiler endotelial yiizeyine kadar yerlesmistir. Ang II, aminopeptidaz
yardimu ile N-terminal aspartik asit molekiiliiniin ayriimasiyla Ang III tetrapeptidine
cevrilmektedir. Insanda cidukga diigiik plazma konsantrasyonunda Ang III belli
olmaktadir. Fakat siganlar da, Ang II ile yaklagik olarak esit miktardadir. Plazma

16



angiotensinlerinde goriilen ayni amino asit sekansidir.
Beyinde, Ang I'i; Ang II'ye geviren enzim inhibe edildifinde kan basinci
diigmektedir (10.18.1).
Ang I'in Ang II'ye doniigmesi daha ¢ok kanin akcigerlerden gecisi sirasinda

meydana gelir (14.19.10).

2.6. Angiotensin II ve III

Ang II; sekresyon, metabolizma, biiyiime, renal fonksiyonlar, vaskiiler diiz
kaslarin kontraksiyonunda, ontogenez ve santral sinir sisteminde iglevleri olan, siv1
homeostasisini kapsayarak cesitli biyolojik tepkilerin diizenlenmesine katkida
bulunmaktadir. Ayrica Ang II; elektrolit metabolizmasinin diizenlenmesinde,
kardiovaskiiler hipertrofide ve prostoglandin sekresyonunada aracilik eden, kan basinci
ve tuz metabolizmasim diizenleyen, ACTH sekresyonu, prolaktin sekresyonu,
katokalamin tahliyesi, aldosteron sekresyonu ve vasokonstriksiyon arttiran noral
sistemler tizerinede etkili bir hormondur .

Angiotensin II, bilinen en giiglii vazokonstriktér maddedir. Baz1 kosullarda,
1/10.000.000 gr. gibi gok kiiciik miktar, insanda arter basincim1 10-20 mg Hg kadar
yiikseltebilir. Arteriyel basing ¢ok fazla diigtiiftinde dolagimda biiyiik oranda Ang II
goriiliir (2.5.8.9.12.13.15.22).

Ang II, aspartil proteinaz, renin ve angiotensin doniistiiriicii enzim ile
angiotensinden bigimlendirilmektedir (32.34).

Adrenal cortex'te, adenilat siklaz aktivitesinin inhibisyonu yolu ile aldosteron
sekresyonunu, Ang II; ACTH'i azaltarak saglar.

Mesenjial hiicrelerde. adenilat siklaz fosforilasyonunu buradan inaktive eder.
Aynica Ang II, Ca-calmodilinin sitimiile edilmesi ayn1 zamanda onun kontraktil

aksiyonunu kullanarak belirir ve c-AMP generasyonu inhibe edilir .
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Tablo 2.4. Ang II'nin doknda meydana getirdii biyolojik ve patofizyolojik etkileri

Biyolojik Fidler

Patofizyolojik Etki

AngII'nin - Proximal tiibiilde

Renal Etkileri  Na rezorbsiyonu
- Efferent anteriolde
vasoconsuiksiyon
Ang IT'nin
Kardiak Etkisi hiicresel etkileri
- Adrenerjik durumun
kolaylastinlmas:

- Ang IT'nin direkt

- Coroner arterde

vasokonsiriksiyon

- Protoonkogen

expresycnu
Ang IT'nin - Arteriol direncini
Vaskiiler

Etkileri azaltma

- Venaconsaiksiyonu
- Renal ve splanchnic
vazokonstriksiyon

- Vaskiiler hipertrofi

arttirma v uyumunu

18

- Plazma voliimii arti1
- GFR'nin korunmast
- Pozitif inotropik etki
- Poziti‘f inotropik etki
- Subendokardiyal ischaemia
- Kardiak hipertrofi ve yeniden

diizenlenmesi

- Stresten sonra artma

- Stresten 6nce artma
- Bolgesel kan akisimn
diizenlenmesi

- Stresten sonra artma (11).



Sadece lokal olarak kan beyin settinde sentezlenen angiotensinler, angiotensin
tiplerine 6zgiin reseptorlerini etkilemektedir. Ang II, arabeyinde hipotalamusta bulunan
subfornikal organi etkiler. Buradan kok alan sinirler, susama ile ilgili merkezleri
uyarirlar (18.32).

Hipotalamus iginde, para venrikiiler niikleus, SON, ventromedial niikleus ve
supra chiasmatik nukleusta, solitary tractn nukleusu, vagus'un dorsal motor nukleusu
ve inferior olivary nukleusta yiiksek Ang II baglanmas: gosterildi (32).

Ang II'nin arteriollerin diiz kaslarinda ve adsenal kortexteki ozel reseptorlere
etkisi ile arterial kan basincimin normal tutulmasinda Snemli rolii vardir. Ayrica, viicutta
N& azhigr mevcut ise Ang II, bobrek kan akiminmin regiilasyonunda gorevlidir.
Kardiovaskiiler hipertrofide; elektrolit dengesinde, siv1 voliimii ve kan basincimin
diizenlenmesinde Ang II Gnemli role sahiptir (4).

Ang II, adrenali direkt uvarmakla birlikte, kortizol tiretiminde tesirsizdir. Insanlarda
Ang I'nin plazma diizeyi, Ang III'iinkinden 4 misli fazladir. Ang II ve Ang III'ler
siiratle, angiotensinazlar tarafindan inaktive edilirler.

Ang II, spesifik glomeruloza hiicre reseptorlerine baglanir. Ang II, kortizol
biosentezini etkilemez (22).

Viicut dolagimindaki sivilarda, agin miktarda Ang II bulunmasi, hayvanlarda su
alinimni 2-3 kat artirir (24).

Ang II, bobrek iistii bezine etki ederek zona glomerulosa'dan aldosteron
hormonu salgldanmasin saglar (19).

Ang II'nin pekgok etkileri G- protein bagh C‘g"u aktif hale getirecek G-tipi
reseptorler vasitasiyla gosterdigi diigiiniilmektedir (7.21).

Ang II'nin farkl: diizenleyici etkileri, hiicre memranindaki reseptorleri aracilik
etmektedir. G proteinleri fosfolipaz C, adenilat siklaz ve ihtraseliiler C?deéﬁimi ve
intraseliiler sinyallerin ¢ogu bu etkilegimde yardimci olmaktadir (13).
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Viicudun su igerigi; bobreklerin etkinlifi ve susama mekanizmasinin kontroliindeki
onemli yeri olan ADH ve renin- angiotensin- aldosteron sistemi yardimu ile sabit

tutulmaya galigilir (20).

2.7. Ang II Reseptérii ve Alt Tipleri

Ang II reseptoriiniin 2 alt tipi tammlanmugtir. AT 1ve AT 2. AT 1'inde alt tipleri
vardir. Bunlar, AT1 A ve AT1 B diye isimlendirildiler (8.15).

PD 123177 igin yiksek affiniteye sahip AT 2 reseptorleri ve DUP 733 igin
yiiksek affiniteye sahip AT 1 reseptorierinin Ang II alt tiplerinin tanimlanmasinda
kullanilmmgtir,

Son zamanlarda AT 1 reseptorii igin cDNA's1 sigan ve sifirlardan izole edillen
klonlar ile DNA bazlan sayesinde tammlanmugtir. ATI reseptorleri, G- proteini
baglayict reseptorlerinin tipik 6zelligine sahip ve fosfo inozitid spesifik fosfolipaz-C
baglanmasi ile gelen sinyalleri hiicre igine transfer eder ve Ang Il'ye 6zgii ekilerin
ortaya ¢gikmasini saglar (8).

Non peptit olmayan Ang II antagonistlerinin meydana ¢ikmasi AT 1 ve AT 2
reseptOr tipleri arasindaki ayrimu kolaylagtirmugtir. Son zamanlarda, 4 farklhh Ang I tip 1
reseptoriiniinde alt tipleri AT 1 A, AT 1 B, AT 1 C ve AT 3; reseptorleri tammlanmugtir.
(13).

AT1C; mRNA reseptdr alt tipi, bobrek ve beyinde kiiltiirii yapilan vasciiler diiz
kaslarda bolca ve mesanjiyal hiicrelerde de bulunmugtur.

AT 1 A ve AT 1 B; her ikiside, karacifer, bobrek, aort, uterus, adrenal bez,
ovaryum, akciger, dalak ve xalpte; AT 3; adrenal kortex ve balgamda tanimlandi. Dort
Ang II tip 1 reseptor alttipide DNA baz homolojisi ve fizyolojik etkilerinin iletigimi
yoniinden birbirinden farklidir (13).
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Otoradyografik caligmalar da, spesifik reseptor analoglan kullamlarak, hormon
sekresyoru ve homeostasis sirkiilasyonu ile uygun beyin Ang II reseptor alt tiplerinin
varhg gosterilmistir. AT 1 ve AT 2 reseptorleri; lateral septum, locus coeuruleus,
superior colliculum ve talamik niikleuslar gibi alanlarda sinirlidir. AT 1'in beyin
dokusunda 3 alt tipi vardir. Bunlar, AT1 A, AT1 B ve AT 1 X olup, kodlayic1 bélgede
yiiksek derecede homoloji gosterirler. Fakat 3' ve 5' transle edilemeyen bolgelerde ise
sadece % 50 homolojiye sahip olduklari ratlarda belirtilmigtir. (14).

AT 1 A olarak kodlanan Ang II reseptorii, sigan vaskiiler AT 1 reseptdrii ile
aymdir. AT 1 B geni kodlanan yeni Ang II reseptérii ile % 94 homoloji gosterir ve
ayricada sifir adrenal AT1 reseptorii ile % 91 homoloji gosterir (3.12.6).

Radyoaktif izatopla igaretli Ang Il ile yapilan radyoligand baglama deneyleri lle Ang
II reseptorlerinin dagilim incelenmigtir. Beyinde hipotalamus ve diger baz1 bolgelerde
reseptor konsantrasyonu periferik yapilardakinden farkli bulunmugtur (32).

Ang II; AT 1 ve AT 2 hiicre yiizey reseptorierinin 2 farkli alt tipi ile birbirini
etkiler. Son zamanlarda cDNA kodlu bélgelerden 359 amino asitten olugan trans
membran topolojisi (7-transmembran bolgesi) ¢ikariimugtir. Restriksiyon haritaiamasi,
hibridizasyon, P.C.R. amplifikasyonu ve sekans analizi, her iki gen kapsaminin 1077

bp, proteinin 359 amino asizen meydana geldigini gostermistir.
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Sekil 2.2. AT 1 Reseptoriiniin Sinyal Mekanizmasi
AT 1 Reseptorii
G - Proteinleri

,LAdenilat Siklaz ——— cAMPL

T PLC y IP3 yCaf
DAG A.AT

PKC————Protein fosforilasyonuT

PLA 2 > AA »Prostoglandinler?

}28)) 3 A y Prostoglandinlef(31).
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Sekil 2.3. AT 2 Reseptoriiniin Sinyal Mekanizmas1

AT 2 Reseptorii

PTPase‘?

Particulate Guanilat Siklaz

T-tipi Ca Akimu

A

Hiicre ¢ogalmasinin kontrolii €—

ve/ ve ya farklibig (31).
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Tablo 2.5. Ang II Alt Tiplerinin Dagilim

A) Periferal Yerlesim . AT1 AT2
Adrenal cortex Fare, tavsan, kdpek,
insan, sigir serumu + +
Adrenal medulla Fare, insan + -
Bobrek kapsiilii Tavsan + +
Akciger Fare + -
Karaciger Rat, tavsan + -
Pankreas Képek - +
Uterus Tavsan, rat, maymun
Insan + +
Ovaryum Rat - +
Plasenta Insan + -
Vas deferens Tavsan + -
Epididimis Rat + -
B) Santral Yerlesim
Beyin Rat, tavsan, maymun + +
Cerebellum Rat, sigir t +
Anterior pituitary Murine tiimor + -
(3.

Burada AT 1 ve AT 2 Ang II reseptor tiplerinin buludugu hayvan tiirleri ve lokal
organlardaki yerlesim bolgeleri gosterilmektedir.
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3. MATERYAL VE METOD

3.1. Kullamilan Kimyasal Maddeler

Tris- Sigma 100 gr. %99 T-1378 Lot 94H5703 (77-86-1)

Brom Fenol Blue- Fluka 10 gr. 18040 (37725-61-3)

Glukoz- Sigma 100 gr. Lot 75H0729 G-8270 (50-99-7)

EDTA- 7R00551 1Kg.

K2HPO4- Merck Art 510 721A224600 1Kg.

Bakteriyolojik Agar- OXOID Agar No:1 L-11 Exp 6/99 500 gr.

Yeast Extract- OXOID L-21 Exp 6/98 500gr.

Tripton- OXOID L-42 500gr.

KAc- Sigma Lot 25H0797 P-1147 (127-08-23)

Hind IIT (R.E)- Sigma Lot 45H0829 R- 1137 (81295-22-9) 1 Vial
AatII (R.E)- Sigma Lot 45H0724 R- 3507 (84067- 31-2) 500 Unit
Acc I (R.E)- Sigma Lot 34H0070 R-6142 (87683-74-7) 5 Vial 50 Unit/ Vial
EcoR II (R.E)- Sigma Lot 45H0676 R-1636 (81295-15-0) 1 Vial
Lambda DNA Eco 911 (BstE II) Marker, 15 SMO 111 Lot JK 15 MBI
Fermentas

BsuR I (Hae IIT) (R.E)- ERO151 MBI Fermentas

Alu I (R.E)- EROOI11 MBI Fermentas

BamH I (R.E)- ERCO51 MBI Fermentas

Ampisina 1 gr. Apisilin M.N.L.San 6/97

25



3.2. Kullamlan Aletler

0,85X Elektroforez Hood EP H-5

DS-34 Poloroid Marka Kamera

Elektroforez Gii¢ Kaynag: Supply ECPS 3000 /150 PHARMACIA

Santrifiij Runne Heidelberg Mod.RS 80-1

Clifton Su Banyosu

DS-334 5inch 1000 Elektroforez Filtre Seti

FiX 20mHYV Transliminator

Sogutmal: Masaiistii Mikrosantrifiij Ole Dich Instrumentmarkers APS
157.MP.RF

667 Siyah Beyaz Poloroid Film 3 1/4 X 4 1/4 Pack Film

3.3. Kullanilan Klonlar ve Ozellikleri

PISN/P39/P20/50A/46 A/46B/46E/57J/51A/50C/50D /P59

AT 1 cDNA'simin bulundugu bakteriyel klonlardir. Kullanilan bakteri. E.coli
JM810 susudur.
P15,P 39, p 59 ve P 20' de kullanilan plasmid ; pGEM - 7Zf (-)' dir.
50A,46A,46B.46E,577J,51 A, 50 C, 50 D' de kullamlan plasmid ;
pCDV I Okayama- Berg expresyon vektorii.
Kullanilan bu 12 adet klon A.B.D. de Dr. AKBASAK tarafindan klonlanmug ve
bu gekli ile kuru buz iginde getirilmistir.
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3.4. Deney Kosullan
34.1. Terrefik broth hazirlamgsi

DNA replikasyonu igin bakterilerin iiretilmesinde siv1 terrefik broth (Tartof ve Hobs
1987) kullanilmigtir. Bunun hazirlamg ise :

900 ml. d.H20 igine

12 gr. Bacto tripton

24 gr. Bacto yeast extract

4 mil. Gliserol kondu. Cozildiikten sonra otoklavda steril edilmigtir. Ayrica 100 ml.
iginé 0.17 M KH2PO4 ve 0.72 M K2HPO4 konuldu. Steril edildikten sonra her iki
¢ozelti kanigtirildi, Bu karigm iglemi 65°C'de yapalda.

3.4.2. Terrefik agar hazirlanis

Yukandaki kanigim aynen hazirlanur. 1Lt. igin,icine 14 gr. Bakteriyolojik agar kondu
ve steril edildikten sonra kullamldi.

3.4.3. Plasmid izolasyonunda kullanilan solusyonlar
A Solusyonu

5 X Glukoz : 250 mM 50 ml. igin 2.252 gr. glukoz iizerine steril dH20 konudu ve
eritildi. +4°C de saklandu.



5 X EDTA : 50 mM 50 ml. i¢in 0,939 gr. EDTA iizerine dH2O ile 50 ml. hacime
tamamlanir. pH:7.5'e ayarianir ve +4°C de saklamir.
5 X Tris : 125 mM 50 ml. igin 0.752 gr. Tris iizerine dH20 ile 50 ml hacime
tamamlamr. pH: 7.5'e ayarlamr ve +4°C de saklamr.

B Solusyonu :

10 N NaOH : 40 gr. NaOH 100 ml. de ¢oziildii. Kullanilirken 2 N'e seyreltilerek
kullamld.

% 10 SDS : 59 gr. SDS 50 ml. hacime tamamlanir. 68°C de ¢oziildiikten sonra
pH:7.5'e ayarlanir. Oda 1s1sinda saklanir.

C Solusyonu :

Asetat Tamponu : 14.7 gr. potasyum asetat ve pH:5.5 ve de son hacim 50 ml. olacak
sekilde glasiyel asetik asit konuldu.

D Solusyonu :

Amonyum Asetat : 7.5 M, 50 ml. i¢in 28.75 gr. tartilir. Son hacim 50 mil. olacak
sekilde tamamlanr,

5 X TBE (Elektroforez) Tamponu :
54 gr. Tris+ 27.5 gr. Borik asit + 20 ml. pH:8.0 EDTA son hacim 1 Lt' ye tamamlamnr.

Elektroforez Gelinin Hazirlanmasut:

0.77 gr. Agaroz (%1.1) +15 ml. 5 X TBE+ 55 ml. H20 karisim kavnar su
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banyosu i¢inde berak olanadek ¢bziiliir. 65°C sicakliga gelince igine 3 ul EtBr
konularak kangtirilir ve jel dokiiliir. Oda 1sisinda 1 saat kuruduktan sonra kullanirr.

Elektroforez Tank Solusyonu :
50 ml. 5 X TBE solusyonu ve 350 ml. dH2O konulur.

Gel Loading Buffer Solusyonu :
0.5M 1.5 ml pH: 8.0 EDTA + 40 mg Bromfenol Blue + 5 ml Gliserol. Kalan hacim
10 ml olacak gekilde dH20 ile tamamlanir. Karanlikta ve +4°C de saklanarak kullanilir.

EtBr Solusyonu (10 mg/mi) :
100 mg EtBr. 10 ml. dH20 iginde ¢oziiliir. Karanlikta ve +4°C de saklanarak kullanilir.

Ampisilin Solusyonu : Kullanilan amp. toz halinde satliyor. Biz bunu stok olarak 50
mg/ml olacak gekilde sulandirarak kullandik. Karanlikta ve +4°C de saklayarak
kullandik.

DNA Replikasyonu :

Deney tiiplerine hazirlanmgs olan steril Terrefik Broth'tan 10 ml. konularak i¢ine kati
kiiltiirden dzeyle 2 kez ekim yapilmig ve tiipler ¢alkalandiktan sonra O/N +37°C su
bonyosunda inkiibasyona birakilarak bakterilerin ¢ogalmas: saglanmgtir ( 250 ml
Terrefik Broth i¢ine 12.5 pl amp konulmugtur).

3.4.4. DNA izolasyonu :
1) O/N iiretilen 12 adet bakeeri kiiltiirleri santrifiij tiiplerine konarak oda 1sisinda 20 dk.

8000 rpm de santrifiij edildiler.
2) Buislem sonrasinda 12 adet tiipiin siiperlatantlar: atilir.



3) Taze olarak,
A Solusyonu : 4 ml dH20+1.5 ml. Glukoz+1.5 ml. EDTA+ 1.5 ml. Tris
B Solusyonu : 10 ml. dH20+2ml2 N NQOH-'I-Z ml %10 SDS
4) Tiiplerde kalan peletlerin iizerine 0.5 ml. A solusyonu kondu ve pelet ¢ozdirtilerek
siispanse edildi.
5) Tiim tiipler 2 dk. buz i¢inde bekletildiler.
6) Tiim tiiplere 1 ml A solusyonu kondu.
7) Tiim tiipler hafifce vortexlenerek karigimlan sagland.
8) Tiim tiipler tekrar 2 dk. buz i¢inde tutuldular.
9) Soguk solusyon C den tiim tiiplere 0.5 ml kondu ve vortexlenerek kangimlar
saglandi.
10) Tiim tiipler 5 dk. oda 1s1sinda tutuldu.
11) Tiim tiipler +4°C de 8000 rpm'de 15 dk. santrifiij edildiler.
12) Tiiplerin siiperlatantlan her bir tiip i¢in ayn ayn 2 adet ependorf tiipiine esit
hacimlerde béliindii ( 950 p) ve tiipler buz igine kondu.
13) Ependorf tiip hacimlerinin yaris1 kadar (475 ul) miktarda buz i¢indeki amonyum
asetat solusyonu kondu.
14) Ependorf tiipleri +4°C'de 12000 G'de 15 dk. santrifiij edildiler.
15) Ependorf tiip hacimleri tekrar santrifiij tiiplerine kondu.
16) Tiip hacimlerinin 2 kati kadar soguk %95'lik EtOH konuldu (6 ml).
17) Tiiplerin agiz kisimlar: parafilmlenip -20°C'ye O/N kondu.
18) Etesi giin tiim tiipler +4°C'de 8000 rpm'de santrifiij edildiler.
19) Tiim tiiplerin stiperlatantlar atildi.
20) Peletlerin iizerine soguk %70 EtOH 6 ml. kondu.
21) Tiim tiipler, +4°C'de 8000 rpm'de santrifiij edildiler.
22) Tiiplerin siiperlatantlar atildu.
23) Tiipler ters gevrilip oda 1s1sinda 2.5 saat kurutuldu.
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24) Tiim tiiplere steril dH20'dan 100 pl konuldu ve tiip duvarindaki peletler

gozdiiriilerek homejenasyon saglandi.

25) -20°C'de saklanarak kullamldilar.

3.4.5. DNA restriksiyonunun yapihst

Alﬁ L, BsuR I restriksiyon enzimleri igin asagidaki yol izlenmigtir.
5u1 DNA+1pl 10 X enzim ampo+ 2 pl enzim+ 1 gl BSA+1ul dH20
Bam H I i¢in asafidaki yol izlenmigtir.
5 ul DNA+2 pl dH20+1p1 10 X enzim tamponu+2{ll enzim
Accl, Hind IIT, Eco R I, Aat IT igin asagidaki yol izlenmistir.
6 ul DNA+1 pl 10X enzim mamponu+3ul enzim

Yukarida ki iglemlerde ilk 6nce 10 X tampon sonra enzim ve en sonda DNA
konulmustur. Bu islemlerin ramamu buz iginde yapilmugtir.

Bu iglemin sonunda kanigim i¢in tiipler hafif¢e santrifiij edilmistir. Tiipler daha sonra
16 saat boyunca +37°C su bonyosunda restriksiyona birakilmustir. Bu siirenin sonunda
tiipler, +37° C'den alinarak +65°C su banyosunda islemin durdurulmasi ig¢in 5
dk.tutulmugtur. Bu iglemin sonunda tiipler hafifce santrifiij edilerek buz igine

konulmugtur.
3.4.6. Agaroz gel elektroforezinin yapihist :
Hazirlanan jel tankin i¢ine kondu ve tanka 50 ml 5 X TBE+350 ml. dH20 kondu.
R.E.ile muamele edilmig oian tiiplere 2 ul jel loading buffer (6 X) ; kontrol igeren

tiiplere 1 pl jel loading buffer +5 pl DNA konulur; son olarak 1 ul marker+4 ul
dH20+1 ul jel loading buffer konulur.
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Tiim tiiplerdeki iceriklerin karigimu igin hafif¢e santrifiij edilir.

Daha sonra bunlan sirast ile normal klon ve restriksiyona ugramus klon yanyana
gelecek sekilde gel havuzuna pipetlenir. '

Her seferinde gelin son havuzuna marker pipetlenmistir. Kontrol amaci ile.

Elektroforez iglemi V=70, mA=20, W=007, W=150 de ve toplam 3 saat olacak

sekilde yapilmugtir. Ciinkii; voltaj, mA ve W arttifl zaman DNA bantlarimn diizensiz
hareketine sebep olur ve sonugta egri bantlar elde edilir ve de kinlmalar olabilecegi igin
iyi bir gbzlem yapmak olanaksiz olacaktir.

Elektroforez iglemi sonunda fotograflan (Poloroid) gekilmigtir.

Her seferinde gel analizinde 3 adet klon kullanilmugtir ( 3 adet restriksiyona ugrarmsg
kolon ve 3 adet ugramams klon).

3.5. P.C.R. Aplifikasyonu

1) Primerler, AT 1 L 210 pmol/ pl olacak sekilde ve AT 1 R 210 pmol/ i olacak
sekilde stok soliisyonlar hazirlandi.
2) Reaksiyon karigimu icinde DNA miktari, 80 ng/ul ve primerler 10-50 pmol/ul
olacak sekilde konuldu
3) 50 pl hacimlik PCR kangimina;
5 ul 10X PCR reaksiyon karigimi,
5 ul ANTP karigimu,
5 ul 25mM MgCl,
2 ul AT 1 L stoktan
2 ul AT 1R stoktan
2 ul DNA
0,25 pl Taq polimeraz
28.75 ul d.dH20 konuldu.
4) P.C.R. amplifikasyonu i¢in;
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a) 90°C'de 2 dk 1 kez,

b) 95°C'de 25 sn

€)60°Cde25sn | 30kez

d) 72°C'de 40 sn

5) Islem bitiminden sonra Bsliim 3'te agiklandif gekilde agaroz gel hazirland. 24 ul
PCR tiip kangimi+5 pl loading buffer gel havuzuna pipetlendi. Yine Bolim 3'te
verildigi gibi elektroforez iglemi yapilip fotograf ¢ekimi yapildi.
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4. SONUC

Bu ¢alismada; hypotalamic cDNA librarysinden elde edilen klonlar,p GEM 7Zf {-)
rekombinant vektoriine kodlanan AT 1A alt tipi ve AT 1X' e 6zgiin beyin alt tipi
arasinda restriksiyon analizi kargilagtinlmasi yapilmustir. AT 1 A periferik Ang II tip 1
reseptdriinii temsil eder ve tek klonu P-59 dur. AT 1 reseptériinii temsil eden klon P-59
ve P-15 tir.

A) Yukanda numaralan verilen klonlarin sahip olduklar: plasmidleri, asagida verilen
restriksiyon enzimleri ile muamele edilmis ve kesilen DNA fragmentlerinin fotograflari
ve molekiiler agirhiklan belirtilmisgtir.

B) XX, kesim olmadiginm ifadesidir.

Alttaki resimde RNaz muamelesi sonucu elde edilen DNA goriilmektedir.

F  EREEEEER'R Al

A) 2 ul RNAz

B) 1.5 ul RNAz

C) 1.0 ul RNAz
inkiibasyonu.

D.E.F) Normal DNA enzim
RNaz inkiibasyonu yok.

Buresimde A,B ve C'de RNaz ile muamele edilmis niikleik asitlerden jelin alt
kismuinda gériilen DNA'lzr degredasyona ugramistir. D, E ve F de ise RNaz ile

muamele edilmis DNA'lar goriilmektedir. R.E'lar ise sadece DNA'lar iizerinde etkili
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oldugundan galigmalan etkilemeyecegi diisiiniildiigiinden RNA ve DNA'y1 birbirinden

ayirma islemi yapimamugtr.

1) Enzim Kesme Sekanst
Accl GTAGAC
GT |ATAC
GT |CGAC
GT|CTAC

Acc Ienzimi AT 1 A 'dan 2 bant DNA fragmenti keser.
a) Resim 1: P-59,P-15, 51-A Acc I restriksiyon enzimi ile inkiibe edildi.

H G E D C B A P-59=4500, 3675, 2323,1600 bp.
P-15= 4500, 3600, 1700 bp.
51-A=4500,3900 bp.

14140 !

e | A) P-15 Normal

4850

3700 B) P-15 Restriksiyon
2323

1919

1300 C) P-59 Normal
D) P-59 Restriksiyon
E) 51-A Normal
F) 51-A Restriksiyon

G) Marker

Resim 1 de goriildigii gibi 51-A Ang II tip 1 ¢cDNA klonu Acc I enzim
inkiibasyonu sonucunda bir adet 4500 bp fragmenti ile beyin Ang tip 1 reseptorii
kodlayan bolgesini tagiyan P-15 rekombinant klona ve periferik Ang II tip 1 reseptor

klonuna benzemektedir.
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2) Enzim Kesme Sekansi
Alul agler
AluT AT 1A'dan 9 banthik DNA fragmenti keser
Resim 2'de P-59, P-15 ve 50-A klonlar1 Alu I restriksiyon enzimi ile inkiibe
edildi.

P-59=702 bp.
P-15= 702 bp.
50-A= 702 bp.

14140
5600
4850
3700
2323
1919
1371
1264

A) P-59 Normal

B) P-59 Restriksiyon
C) P-15 Normal

D) P-15 Restriksiyon
E) 50-A Normal

F) 50-A Restriksiyon
G) Marker

Resim 2'de goriildiigii gibi 50-A Ang II tip 1 cDNA klonu Alu 1 enzimi ile
inkiibasyonundabir adet 702 bp'lik fragmenti ile beyin Ang II tip 1 reseptori kedlayan
bélgesini tagiyan P-15 rekombinant klona benzerken periferik Ang II tip 1 reseptor
klonu P-59 dan farklidir. Buda 50-A'min P-15'in §zelliklerine sahip olduZunun

gostergesidir.
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Resim 3'te 50-C, 50-D, 51-A ve 57-J klonlan Alu I restriksiyon enzimi ile inkiibe

edildi.

50-C=XX bp

50-D=XX bp.
14140

51-A= XX bp.
57(}0
et 57-J= XX bp.
1919

A) 57-j Normal

B) 57-J Restriksiyon
C) 51-A Normal
D) 51-A Restriksiyon
E) 50-D Normal
F) 50-D Restriksiyon

G) 50-C Normal
H) 50-C Restriksiyon
I) Marker

Resim 3'te ki klonlarda kesim olmadigindan bu klonlar beyin Ang II tip 1
reseptorii kodlayan bolgesini tagtyan P-15 rekombinant klona ve periferik Ang II tip 1

reseptor klonu P-59 dan farhdirlar.
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Resim 4'te 46-A, 46-B ve 46-E klonlar1 Alu I restriksiyon enzimi ile inkiibe edildi.
46-A= 1280 bp.
G IF. IE D € B A 46-B= XX bp.
46-E= 702 bp.
A) 46-A Normal
14140

B) 46-A Restriksiyon

5700
4850
3600
2323
1919
1371
1264

C) 46-B Normal

D) 46-B Restriksiyon
E) 46-E Normal

F) 46-E Restriksiyon
G) Marker

Resim 4'te 46-E Ang tip 1 reseptor cDNA klonu Alu 1 enzimi ile
inkiibasyonunda 702 bp'lik fragmenti ile beyin Ang II tip 1 reseptorii kodlayan
boélgesini tagiyan P-15 rekombinant klona benzerken periferik Angll tip 1 reseptor

klonu P-59'dan farklidir.
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Resim 5'te P-20 ve P-39 klonlar1 Alu I restriksiyon enzimi ile inkiibe edilmistir.

P-20= XX bp.
¢ 'F E D € B A P-39 XX bp

A) P-20 Normal

14140 B) P-20 Restriksiyon

C) P-39 Normal

6400
4500
3675
2323
1919
1371
1264

D) P-39 Restriksiyon
E) Marker

Resim 5'teki klonlar Alu 1 enzimi muamelesi sonucu kesim olmamast nedeniyle
beyin Ang II tip 1 reseptérii kodlayan bdlgesini tagiyan P-15 rekombinant klona ve

periferik Ang II tip 1 reseptorii klonu P-59'dan farkhdur.
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3) Enzim Kesme Sekansi
BamH 1 G{GATCC
Ayrica rat genomik DNA'sim 2 kez keser.
Resim 6'da P-15, P-59 ve 50-A klonlari Bam H I restriksiyon enzimi ile muamele
edilmigtir. P-15= 14140, 4900, 3000. 1929,
[ . E D€ 1BisA 1500 bp

P-59= 2400, 1500 bp.

14150 50-A= 14140, 2323, 1200 bp.

6300
4500
3675
2323
1929
1371
1264

A) 50-A Normal

B) 50-A Restriksiyon
C) P-15 Restriksiyon
D) P-15 Normal

E) P-59 Restriksiyon
F) P-59 Normal

G) Marker

Resim 6'da 50 -A Ang tip 1 cDNA klonu Bam H 1 enzim inkiibasycnunda
2323bp'lik fragmenti ile beyin Ang I tip 1 reseptériinii kodlayan bolgesini tasivan P-
15 rekombinant klona benzemezken periferik Ang II tip 1 reseptdr klonu P-59'a

benzemektedir
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Resim 7'de 46-A, 46-B ve 46-E klonlarnt Bam H 1 restriksiyon enzimi ile inkiibe

edilmigtir.

46-A= 4700, 2323, 1945 bp.
46-B= 4850, 2445, 1940 bp.
46-E= 5400, 2323, 1923 bp.

14140
5800
4500
3675
2323
1929
1371
1264

A) 46-A Normal
B) 46-A Restriksiyon
C) 46-B Normal
D) 46-B Restriksiyon
E) 46-E Normal
F) 46-E Restriksiyon

G) Marker

Resim 7'de 46-A 46-B ve 46-E Bam H1 enzimi ile inkiibasyonunda olugan
1945,1940 ve 1923 bp'likbantlar, beyin Ang II tip 1 reseptdr bolgesini tagtyan P-15

benzerken periferik Ang II tip 1 reseptdr klonu P-59'da benzerdir.
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Resim 8'de 50-C, 50-D ve 51-A klonlar1 Bam H 1 restriksiyon enzimi ile inkiibe

edilmigtir.

50-C= 2500 bp.
50-D= 2400, 1900 bp.

14140 51-A= 2500 bp.
e A) 50-C Normal

3675

TS%S B) 50-C Restriksiyon

1371

1264 C) 50-D Normal

D) 50-D Restriksiyon
E) 51-A Normal

F) 51-A Restriksiyon
G) Marker

Resim 8' 50-D Bam H 1 enzim inkiibasyonunda 1900 bp lik fragmenti ile beyin
Ang I tip 1 reseptorii kodlayan bolgesini tagiyan P-15 rekombinant klona benzerken,

periferik Ang II tip 1 reseptdr klonu P-59'dan farkhdir.

42



Resim 9'da P-20, P-39 ve 57-J klonlar1 Bam H 1 restriksiyon enzimi ile inkiibe

edilmistir.

P-20= 3675, 1895, 1371 bp.

P-39= 14000, 3675, 1929 bp.

i 57-J=2323, 1929 bp
6300
4500
3675
2323
1929
1300

A) 57-J Normal

B) P-20 Normal

C) 57-J Restriksiyon
D) P-20 Restriksiyon
E) P-39 Normal

F) P-39 Restriksiyon
G) Marker

Resim 9'da P-39 ve 57-J kionlarinin Bam H 1 enzim inkiibasyonu sonucu 1929 bp
fragmenleri ile beyin Ang II tip 1 reseptorii kodlayan bolgesini tasiyan P-15"e

benzerken, periferik Ang IT dp 1 reseptor klonu P-59 dan farkhidirlar.
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4) Enzim Kesme Sekansi
BsuR I GGJcc
BsuR 1 enzimi AT1 A'dan 12 bantlik DNA fragmenti keser.

Resim 10'da P-20, P-39 ve 57-J klonlar1 Bsu R 1 restriksiyon enzimi ile inkiibe
edildi.

P-20= 1500 bp.
P-39= XX bp.

= 57-J= XX

6300 h s

. A) P-20 Normal

2323

1919
1371
1264

B) P-20 Restriksiyon
C) P-39 Normal
D) P-39 Restriksiyon
E) 57-J Normal

F) 57-J Restriksiyon

G) Marker

Resim 10'da 57-J klonu Bsu R1 ile inkiibasyonunda kesime ugramadiZ igin

beyin Ang II tip 1 reseptorii kodlayan bolgesini tagiyan P-15 klonuna benzemektedir.
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Resim 11'de 46-A, 46-B ve 46-E klonlar1 BsuR 1 restriksiyon enzimi ile inkiibe

edildi.
G _F B D @ B A
46-A= 14600 bp.
46-B= 2400 bp.
14600 46-E= 2200 bp.
o A) 46-A Normal

4500
3675
2323
1929

B) 46-A Restriksiyon
C) 46-B Normal
D) 46-B Restriksiyon
E) 46-E Normal
F) 46-E Restriksiyon

G) Marker

Resim 11'de 46'l1 klenlarnin Bsu R 1 enzim inkiibasyonunda kesime uframayan

P-15 ve P-59 rekombinant klonlarina benzememektedirler.



Resim 12'de P-15, P-39 ve 51-A klonlar1 Bsu R 1 restriksiyon enzimi ile inkiibe

edildi.
P-15= XX bp.
P-59= XX bp
- 51-A= XX bp.
6700
20 A) P-15 Normal
3675
f;ﬁ B) P-15 Restriksiyon

1371

126¢ C) P-59 Normal

D) P-59 Restriksiyon
E) 51-A Normal
F) 51-A Restriksiyon

G) Marker

Resim 12'de 51-A klonu Bsu R lenzimi ile inkiibasyonunda kesime ugramadig

icin hem P-15 ve hem de P-39 rekombinant klonlarina benzemektedir.
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Resim 13'te 50-A 50-C ve 50-D klonlar1 Bsu R1 restriksiyon enzimi ile inkiibe
edildi. 50-A= 702 bp.
G F E D @ B A 50-C= XX bp.
50-D= 2600 bp.

1414 A) 50-A Normal
6700
4500
3675
2323
1919
1371
1264

B) 50-A restriksiyon
C) 50-C Normal

D) 50-C Restriksiyon
E) 50-D Normal

F) 50-D Restriksiyon

G) Marker

Resim 13'te 50-C klonunun Bsu R 1 enzim inkiibasyonunda kesime ugramadig

i¢in P-15 ve P-59 rekombinant klonlarina benzemektedir.

4



5) Enzim Kesme Sekansi

Aat Tl GACGTJC
Aat IT enzimi AT 1A'dan kesim yapmamaktadir.

Resim 14'te P-20, P-39 ve 57-J klonlan Aat II restriksiyon enzimi ile inkiibe
edildi.

P-20= 14600, 4822, 2100,1500 bp
P-39= 15000, 4900, 2323,1929bp

14140
57-J= 16000, 14000,5800 bp.
6369
5687
4322
4324
2323
1929
1371
1264

A) P-20 Normal

B) P-20) Restriksiyon
C) P-39 Normal

D) P-39 Restriksiyon
E) 57-J Normal

F) 57-J Restriksiyon

G) Marker

P-15 ve P-59 klonlan ile karsilagtirma yapilamadig1 i¢in analiz yapilamarmugtir.

48



Resim 15'te 46-A, 46-B ve 46-E klonlart Aat II restriksiyon enzimi ile inkiibe edildi.

14140

5800
4500
3675
2323
1929
1371
1264

46-A= 14000,3675, 2323 bp.
46-B= 16000, 14300, 4900 bp.
46-E= 14400, 4700 bp.

A) 46-A Normal

B) 46-A Restriksiyon

C) 46-B Normal

D) 46-B Restriksiyon

E) 46-E Normal

F) 46-E Restriksiyon

G) Marker

P-15 ve P-59 klonlar ile karsilagtirma yapilamadis i¢in analiz yapilamamugtir.
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6) Enzim Kesme Sekansi
Hind I AlAGCTT
Hind I enzimi AT1 A'dan kesim yapmamaktadir.
Resim 16'da 46-A, 46-B ve 46-E klonlart Hind III restrikisiyon enzimi ile inkiibe

edildi.

46-A=1300, 4500, 1450 bp.
46-B= 16000,15000,14000

14140 46-E= 15000, 14140, 7000 bp
§§88 A) 46-A Restriksiyon

3675

2323

o B) 46-A Normal
C) 46-B Restriksiyon
D) 46-B Normal
E) 46-E Restriksiyon
F) 46-E Normal

G) Marker

Resim 16' da 46-A kolonunun Hind III enzim inkiibasyonu sonucunda 1450
bp'lik fragmenti ile beyin Ang II tip 1 reseptérii kodlayan bolgesini tagiyan P-15

klonuna benzerken periferik Ang II tip 1 reseptor klonu P-59'dan farklhidir.
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Resim 17'de 50-A, 50-C ve 50-D klonlar1 Hind III restriksiyon enzimi ile inkiibe

edildi.

50-A= 15000, 6369, 1300 bp.

50-C= XX bp.
o 50-D= 15000, 14140,7000 bp.
5800
4300 A) 50-A Normal
3675
o B) 50-A Restriksiyon
1371
s C) 50-C Normal

D) 50-C Restriksiyon
E) 50-D Normal

F) 50-D Restriksiyon
G) Marker

Resim 17'de 50-A klonunun Hind III enzim inkiibasyonunda olusan 1300 bp
fragmentleri beyin Ang I tip 1 reseptérii kodlayan bélgesini tagiyan P-15'ten farkli ve

periferik Ang IT tipl P-59 rekombinant klonu ile aynidur.
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Resim 18'de P-59, P-15 ve 51-A klonlart Hind III restriksiyon enzimi ile inkiibe
edildi.

P-59= 4600, 1500, 1400 bp.
P-15= 5700, 1500, 1450 bp.

B0 51-A= 1500, 8400, 3675 bp.
5800
4500
3675
2323
1929
1300

A) 51-A Restriksiyon
B) 51-A Normal

C) P-15 Normal

D) P-15 Restriksiyon
E) P-59 Normal

F) P-59 Restriksiyon

G) Marker

Resim 18'de 51-A klonunun Hind III enzim inkiibasyonunda clusan
fragmentler Beyin Ang II tip 1 reseptdrii kodlayan bdlgesini tastyan P-15 ve periferik

Ang I1 tip 1 reseptor klonu P-59'dan farkhdir.
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Resim 19'da P-20, P-39 ve 57- J klonlar1 Hind III restriksiyon enzimi ile inkiibe

edildi.

P-20= XX bp.
P-39= 15000,4324, 1500

14140

57-J= 16000, 14140 bp.
5800
4500
3675
2323
1929
1300

A) P-20 Normal
B) P-20 Restriksiyon
C) P-39 Normal
D) P-39 Restriksiyon
E) 57-J Restriksiyon
F) 57-J Normal
G) Marker

Resim 19'da 3 klonunda Hind III enzim inkiibasyonunda olusan fragmentleri
beyin Ang II tip 1 reseptorii kodlayan bolgesini tagiyan P-15 ve periferik Ang I tip 1

reseptor klonu P-59'dan farklidur.



izole Edilen Ang II Alt Tiplerini Igeren Rekombinant Hipotalamik <DNA
Klonlarinin P.C.R. Ile Konmolii

Caligmalarimizda istedigimiz Ang II tip 1 alt tipinin olup olmadigim anlamak
amaciyla uygun sekanslarin PCR'da ¢ogaltilarak dogrulugu gésterilmistir. Bunun
sonucunda spesefik angiotensin klonlarindan 46-A ve 51-A'nin Angiotensin tip 1
reseptor alt tipleri oldugu kesinlesmistir.

Buradaki pozitif kontrol P-15 ve P-59'dur.

P.C.R amplifikasyonu sonucu elektroforez iglemi sonrasi elde edilen neticeler
agagida resimlerde belirtilmigtir. Resimlerin yan taraflarinda DNA fragmentleri ve
molekiiler agirliklan belirtilmistir.

Resim [

50-A= 14140, 4300

A 50-C= 702 bp,
6000
4500
3675
2323
1929
1371
1264
702

50-D= 5000,2500 bp
51-A =7000,5000bp
57-J=7000,5000 bp
A) Marker

B) 50-D
C) 50-C
D) 50-A

E) 57-J
F) 51-A
G) Marker
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Resim II

46-A= 14000 bp,

2323 46-B= 14000 bp,
1929
1371
1264
702

46-E= 800-1000 arast
P-15=2323,1929,702 bp
A) Marker
B) 46-A
C) 46-B
D) 46-E
E) Bos

F) P-15
G) Marker
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Resim IIT

2323

1929
1371
1264
702

56

. P-20=X bp

P-39= 5000,2400,1529
1000,702 bp

51-A= 500-700 bp aras1

57-J=500-700 bp arast

A) Marker

B) 51-A

C) 57-1

D) P-20

E) P-39

F) Bos

G) Marker



Tablo 4.1.A. cDNA Klonlannin Restriksiyon Enzimleri [le Kesimi Sonucu
Ortaya Cikan Fragmentler

Restriksiyon ~ 46-A 46 46-E  50-A 50-C 50-D 51-A 57-j

Alanlar

Hind IIT 3 3 1 1 0 2 1 2

Kesmiyor

AatII 0 0 0 NA NA NA NA 0

Kesmiyor

BamH 1 2 2 2 2 0 2 1 Cok

Kesmiyor

Alu1 Tiimiinde kesilen fragmentler 700 bp den kii¢iik oldugundan RNA ile
5alan kanigmugtir

Accl 1 1 1 2 2 2 1 N.A

2 alan

BamH 1 Tiimiinde kesilen fragmentler 700 bp den kiigiik oldugundan RNA ile
Kesmiyor karigmusur.
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Tablo 4.1.B. cDNA Klonlaninin Restriksiyon Enzimleri {le Kesimi Sonucu

Ortaya Cikan Fragmentler
Restriksiyon ~ P-59 P-15 P-20 P-39
Alanlan
Hind III 0 0 0 0
Kesmiyor
AatIl N.A N.A 0 2
Kesmiyor
BsuR I Tiimiinde kesilen fragmentler 700 bp den kiigiik oldufundan RNA ile
7 alan kangmugtir
BamH 1 2 I ¢ok ¢ok
Kesmiyor
Alul 2 2 ¢ok cok
5 alan
Accl 1 1 1 N.A
2 alan

Not: Acc I analizi Dr. Akbasak tarafindan yapilmstir
N.A : Analiz edilmemistir.
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Tablo 4.2.

P-15 ve P-59'a Benzeyen Klonlarin Restriksiyon Enzimleri ile

Kesim Paterni

ENZIM Klon P-59'a Benzeyen Klon P-15'e Benzeyen
Klonlar Klonlar

Alul Yok 46-E ve 50-A

Bam HI 46-A, 46-B, 50-D,51-A 46-A, 46-B 46-E

50-D ve 57-

BsuR1 50-C, 51-A ve 57-] 50-C, 51-A ve 57-J

Accl 51-A S51-A

Hind III 46-A ve 50-A 46-A
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Sekil 4.1. AT 1 A mRNA Sekansi (8)

1ATGACCCTTAACTCTTCTGCTGAAGATGGTATCAAAAGAATCCAAGATGAC
TGCCCCAAG
61
GCTGGCAGGCACAGTTACATATTTGTCTGATCCCTACCCTCTACAGCATCAT
CTTGTG

121

GTGGAATATTTGGAAACAGCTTGGTGGTGATTGTCATTTACTTTTACATGAA
GCTGAAG

301
TGTAAGATCGCTTCGGCCAGCGTGAGCTTCAACCTCTACGCCAGTGTGTGT
TCCTTCTCACG

361
TGTCTCAGCATCGACCGCTACCTGGCCATCGTCCACCCAATGAAGTCICGC
CTIEGECCEE
421
ACGATGCTGGTGGCCAAAGTCACCTGCATCATCATCTGGCTGATGGCTGGC
TTGGCCAGT

481
TTGCCAGCTGTCATCCACCGAAATGTATACTTCATCGAGAACACCAATATCA
CACTGTGC

541
GCGTTTCATTATGAGTCTCGGAATTCGACGCTCCCCATAGGGCTGGGCCTT
ACCAAGAAT

€o



601
AATCTGGGCTTCTTGTTCCCTTTCCTATCATTCTCACCAGCTATACCCTTATT
TGAAAA
661
GCTCTAAAGAAGGCTTATGAAATTCAAAAGAACAAACCAAGAAACGATGAC
ATCTTTAGG
721
ATATTATGGCGATTGTGCTTTTCTTCTTCTTTTCCTGGGTCCCCCACCAAATA
TICACT
781
TTCCTGGATGTGCTGATTCAGCTGGGCGTCATCCATGACTGTAAAATTCTGA
CATCGTG

841
GACACTGCCATGCCCATCACCATCTGCATAGCGTATTTTAACAACTGCCTGA
ACCCTCTG

901
TTCTACGGCTTTCTGGGGAAGAAATTTAAAAAGTATTTCCTCCAGCTCCTGA
AATATATT
961
CCCCCAAAGGCCAAGTCCCACTCAAGCCTGTCTACGAAAATGAGCACGCTT
TCTTACCGG
1021
CCTTCGGATAACATGAGCTCATCGGCCAAAAAGCCTGCGTCTTGTTTTGAG
GTGGAGTGA
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5. TARTISMA

Calismamizda elde ettigimiz sonuglar bize restriksiyon analizi yapilan 8 klondan
46-A ve 51-A'nin Ang II tip 1 beyine 6zgii reseptoriinii yani AT 1 X'i ihtiva ettiZini
hem restriksiyon analizi hemde P.C.R. kontrolii ile gostermektedir. Bu her iki klon,
sadece kodlanan bolgeyi ihtiva eden P-15 rekombinant klonu ile ayni restriksiyon
ozelliklerini ihtiva etmektedir. Daha dnceden ¢aligmada yapilan sekans analizi bu
klonun % 5 oraninda periferik AT 1 A'dan farkli oldufunu gdstermig olup beyine
ozgiin Ang II tip 1 AT X diye tanimlanmas: ile sonuglanmugtir. fste bu calisma ile
hipotalamik ¢cDNA kiitiiphanesinden Dr. Akbasak tarafindan izole edilen 8 adet klon
iginden sadece 46-A ve 51-A nmin AT 1 X'in restriksiyon 8zelliklerini tasidig
gosterilmistir. Ayrica bu iki klon P.C.R 'da da Ang II oktapeptidini kodlayan tiim
genetik kontrol bolgeliri iceren 3.2 kb lik tam bir expresyon klonu oldugunu pozitif
bant vererek ispatlamistir. Bundan sonraki ¢aligmalar bu 2 klonun sekans znalizi
lizerinde yogunlasip, farkl bolgeleri yani hem 3' hem de 5' translasyona ugramis DNA
sekanslarinda tanimlanmas: yoniinde olmalidir. Bu klonlarin 6zgiin DNA yapisina
sahip olmasi beyindeki Ang II tip 1 reseptor heterojenitesi tanimlanarak fizyolojik

ozelliklerinin aragtinlmasinda faydah olacag: kanaatindeyiz.
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