Bitki Hiicrelerinde Mikro Firlatici Partikiil Bombardimani

Teknigi ile Gen Transferi (BIYOLISTIK)

Teori:

Yabanci genleri, hiicre i¢ine aktarma teknikleri, hem gen fonksyonu arastirmalari, hemde
transgenic organizmalarin liretilmesi iglemleri i¢in 6nem arz etmektedir. Bu tarz arastirmalar
icin, prokaryotik organizmalar icin, bitki hiicreleri ve hayvan hiicreleri i¢in ¢ok g¢esitli
teknikler ve yaklasimlar gelistirilmistir. Ozellikle bitki hiicreleri igin, gen transferi
yontemlerini ii¢ ana altbaslik altinda incelemek miimkiindiir. Biyolojik yaklasimlar -retrovirus
veya bakteri vektorlerinin kullanilmasi-, kimyasal yaklasimlar —liposomlar, kalsiyum fosfat
cokeltmesi, polietilen kullanilmasi- ve son olarak fiziksel metotlar —microenjeksyon,

elektroporasyon.

Biyolistik olarak da bilinen, parcacik bombardimani teknigi, daha ¢ok bitki hiicreleri i¢in
kullanilan ve son yillarda popiilerlik kazanmis olan fiziksel gen transferi teknigidir. Bu teknik,
DNA ile kaplanmis olan parcaciklarin (microprojectiles), direk olarak bitki hiicrelerine
aktarilmasini igerir. Bitki hiicrelerinin sahip oldugu hiicre duvari, gen transferi islemleri i¢in
bir engel niteligindedir. Bu teknik ile hiicre duvarin1 yok etmeden yabanci DNA’y1 hiicre
icine aktarmak hedeflenmistir. Canli bitki hiicreleri i¢in, direk gen transferi metodu, bu
hiicrelerde daha ¢ok gen ifadesi ve bu ifadelerin hangi sartlarda etkilendigi gibi bilimsel
sorular i¢in gelistirilmistir, ancak direk gen transferinin uygulama alanlar1 sadece bunlarla
siirli degildir. Biyolistik yontemi, bitkilere kloroplast transformasyonu islemlerinde ve maya
hiicrelerine mitokondri transformasyonu islemleri i¢cinde basarili bir sekilde uygulanmaktadir.
Ayrica, Biyolistik metodu, transgenik bitkilerin iiretilmesi gibi amaglar i¢in de
kullanilmaktadir. Bu yontemin, olgunlasmamis zigotik piring embriyolarina, misir ve pamuk
hiicrelerine, bugdayin embriyonik kallus hiicrelerine, basarili bir sekilde uygulanabildigi
gosterilmistir. Bu yontem, basit olarak, DNA ile kaplanmis olan pargaciklarin, hizlandirilarak
hiicre i¢ine aktarilmasini kapsamaktadir. Bu islemlerde kullanilan parcacik tiirii genellikle,

tungsten veya altindir.



Sekil 1-(gen tabancasinin ¢alisma mekanizmasi ve bilesenleri)
1. Basglatici kurulum, miknatislt bobin(solenoid) destekli atesleme ignesi.
2. Baslatic1
3. Mikro-tastyicilari igeren makro-tasiyici
4. Hizlandiric1 diizenek
5. Durdurucu plaka
6. Pargacik mermisinin, durdurucu plaka ile durdurulmas: ve DNA yiiklii par¢aciklarin
sacilmasi

7. Sagilan mikro pargaciklar

Yukaridaki 6rnek, ilk gelistirilen gen tabancasinin ¢alisma prensibini ve kurulum bilesenlerini
aciklamaktadir. Ancak gelisen teknoloji ve yontemler ile gen tabancasi uygulamalar1 da
cesitli  degisikliklere ugramistir.  Yeni gelistirilen sistemlerde, mikro-pargaciklarin
hizlandirilmast ic¢in farklt yontemler izlenmektedir. Siklikla kullanilan bir yontem olan
helyum sikistirmast (PDS —1000/He (Bio-Rad ) yontemi, helyumun sikistirilmasi ve ani bir
sekilde serbest birakilmasiyla, bir ¢esit sok dalgasi olusturmasini ve bu sok dalgasi ile DNA
ile yiiklenmis pargaciklarin, hizlandirilarak hiicrelere aktarilmasi hedeflenmektedir. Bu sok
dalgasiyla, diizenegin Oniine yerlestirilmis ve iginde DNA ile kaplanmis pargaciklar bulunan
plastik plaka hizlandirilir, belirli bir mesafeden sonra, plastik plakanin durmasi saglanir ve
parcaciklar, daha asagida bulunan hiicre orneklerinin iizerine, hizlandirilmis bir bigimde

sacilir(Sekil 2).



Sikistirilmis heyyumu barindiran, atesleme

tupl

DNA kapli pargaciklari igeren makro-
tastyici plaka

Plakayi durdurmaya yarayan diizenek
Vakum bdélmesi

Hicre ornegi barindiran diizenek

Protokol

Altin stok hazirlanmasi (60mg/ml)

1.

AN T i

1.5 ml ‘lik ependorf tiiplerine, 30 mg altin (1.0 pg’lik) Ornekleri, tartilarak eklenir

1 ml etanol(%100’liikk) ependorf tiiplere eklenir

3-5 dakika vortekslenir

15 dakika oda sicakliginda bekletilir

Tiiplerdeki altinlar santriflij kullanilarak, ayristirilir

Tiiplerde kalan s1v1 kisim ayristirilir, ve geri kalan 6rnek steril su (ddH20) ile 3 kere
yikanir

1 dakika vortekslenir ve parcaciklarin yerlesmesi i¢in fazladan 1 dakika beklenir
Tiipler 5-10 saniye santrifiije maruz birakilir ve sivi1 kisim ayristirtlir

3. Yikamadan sonra, 500 pl glycerol(1 ml dH20) eklenir ve -20 derecede saklanir.

Biolistik gen aktarma tabancasinin sterilizasyonu (PDS 1000\ BioRad)

1.

Makro-tasiyict diizenegi, Makro-tasiyicilar, durdurucu plaka, (portatif bilesenler)
otoklavlanir.

Laminar Flowda kurumaya birakilir

Durdurma plakalar1 100% ‘liik etanole daldirilir ve kurumasi igin petride bekletilir.
Diizenegin ¢evresi ve kullanilan mekan %70’lik etanol ile temizlenir ve kullanimdan
once kurumaya birakilir

Her gen aktarma igleminden sonra, kirlenme(contamination) ihtimaline kars1 ayni

islemler tekrarlanir



DNA ile kaplanmus parc¢aciklarin hazirlanmasi

AU

30 pl altin stogu (1 um’lik) ve 30 ul DNA karistirilir ve 1 dakika vortekslenir

Sira ile, 20 ul spermidine(0.1 M’lik) ve 50 ul CaCl, (2.5 M’lik) eklenir ve 1 dakika
vortekslenir

Altin ile karigmasi ve yerlesmesi icin santrifiije maruz birakilir

Siv1 kisim aynistirilir, pellete dikkat edilerek, etanol(%100) ile yikanir

Tekrar santrifiije maruz birakilir ve sivi kisim ayristirilir

Ormnek 90 ul Ethanol(%100) ile yeniden siispanse edilir ve 2 saniye sonifikasyona
maruz birakilir.

Tiiplere hafifce vurarak ve 151k kaynagi altinda, tiiplerin icinde DNA kiimelenmesi
olmadigindan emin olunur

Hazirlanan 6rnekten, bir atim i¢in Sul 6rnek kullanilmasi yeterlidir.

Biolistik Bombardimani

e Her 15-20 atimda, durdurma diizeneginin degistirilmesi onerilir

1. PDS-1000 parcacik aktarma sistemi ve vakum pompasi ¢alistirilir ve helyum
basinci 1100psi’ya ¢ikartilir

2. Dikkatli bir sekilde ve steril ekipman ile makro-tasiyicilar diizenege yerlestirilir.

3. 5 ul’lik 6rnek makro-tasiyicilarin lizerine esit bir sekilde aktarilir ve kurumaya
birakilir ( ayn1 anda 5’ten fazla makro-tasiyicisi kullanilmasi 6nerilmez)

4. Durdurucu plaka siki bir sekilde yerine yerlestirilir

5. Makro-tastyici diizenegi, ters gevrilerek, platformun en yiiksek noktasina

yerlestirilir

6. Doku kiiltiirii (hiicre 6rnegi) 6rnegi makro-tasiyicinin 6 cm kadar altina yerlestirilir

7. Vakum calistirilir ve atim yapilir

8. Diizenek parcalara ayrilarak, sonraki atimlar i¢in ayarlanir



