105

Kocatepe T1p Dergisi

The Medical Journal of Kocatepe
12: 105-113 / Mayis 2011

Afyon Kocatepe Universitesi

Artirict Tuzaklari

Enhancer Traps

Mehmet Ali SOZEN

Afyon Kocatepe Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Biyoloji AD, Afyonkarahisar

OZET

Son otuz yildaki molekiiler biyoloji alaninda meydana
gelen ilerlemeler pekgok yeni teknigin ortaya ¢ikmasina
yol agmustir. Bunlardan biri olan sirke sinegi yani
Drozofila’da gelistirilen artirict (enhanser) tuzagi teknigi
degisik dokularda gen ekspresyon kaliplarini inceleyerek
ilgili dokularda spesifik olarak ifade edilen yeni genleri
once gen ekspresyonu bazinda, daha sonra da klonlama
ve karakterize ederek belirlemeye olanak saglamaktadir.
Ayrica, “revers (ters) genetik” yaklasimiyla ilgilenilen bir
dokudaki gen ekspresyon kaliplarinin taranmasi yeni
aday genleri klonlamaya ve hedefli gen ekspresyonuna
olanak sagladig1 kadar dokunun formal alt-bélimlerinin
cikarilmast i¢in de kullanilabilir. Bu teknik gerek
kanserle ilgili gerekse spesifik dokulardaki biyokimyasal
mekanizmalara hiicresel ve molekiiler diizeyde 151k
tutmak ig¢in yeni aday genlerin deteksiyonunu
saglayabilmekte ve onlarin rollerinin sorgulanmasina
imkan vermektedir.

Anahtar Kelimeler: Artirict tuzagi, gen ekspresyonu,
Drosophila  melanogaster, ~ P-elementi, transpozon,
raportor gen.

GIRIS

Sirke veya meyve sinegi olarak da bilinen
D. melanogaster genetik disseksiyona
elverisli essiz bir hayvan modelidir (1). Bu
organizmanin genomunun manipiilasyonu
icin gelistirilen araclar arasinda hem E.
Coli i¢in ve hem de Drozofila igin
secilebilen markerler tasiyan sentetik P-
elementlerinin dizayni alternatif genetik
konstraklar1 genom igerisine entegrasyon
icin bir dizi araci vektorler saglamistir (2).
Fonksiyonel transpozaz kaynagi olarak
mobilizasyon-arizali P-elementleri tagiyan
mutant D. melanogaster soylariyle ilgili
olarak, sadece transpozaz kaynagi ile
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ABSTRACT

Advances in the molecular biology in the last three
decades has led to emerge of many novel techniques. One
of them is enhancer trapping developed in the Drosophila
which enable us to identify new genes specifically
expressed in a specific tissue; first on the basis of gene
expression and secondly on the molecular level by
cloning and characterization. In addition, screening of the
gene expression domains in a tissue of interest can be
used to deduce a formal subdivision of a tissue as well as
for targeted gene expression through the approach of
“reverse genetics”. And this technique can also identify
new candidate genes and their roles can be questioned to
enlighten many biochemical mechanisms such as cell
signalling relevant to cancer or in the specific tissues on
cellular and molecular level.

Key Words: Enhancer trap, gene expression, Drosophila
melanogaster, P-element, transposon, reporter gene.

caprazlamalarla, sentetik P-elementleri
genom i¢inde hareket ettirilebilir ve
istendiginde  stabil  yerlerde  tuzaga
dustiriiliip kalmasi saglanabilir. Sentetik P-
elementi ¢ok zayif bir promotorun
asagisinda (kontroliinde) bir raportdr gen
icerdiginde (E.coli LacZ genini kodlayan
B-galaktozidaz gibi) tuzaga diisiiriilen P-
elementleri —eger varsa- entegrasyon
yerlerindeki genomik kontrol
elementlerinin etkilerini rapor edebilirler
(3,4).

Bu makalede artirict tuzagi teknigi, bu
teknigin baslica avantajlari, dezavantajlari
ve kullanim alanlar1 hakkinda literatiir
bilgisi ve kendi deneyimlerimizi sunma
amaclanmustir.
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TRANSPOZE OLABILEN Bunun sadece germ hiicrelerinde olmasina
ELEMENTLER VE ARTIRICI farkli kirpilma olaymin yol actigi ki bu
TUZAKLARI yolla. mRNA ancak germ hiicrelerinde
Kompleks organizmalarda, molekiiler dogru olarak ekzonlarin kesilip u¢ uca

klonlama i¢in dogada kromozomdaki
yerini aynit kromozomda bagka bir yere
veya diger bir kromozomda bagka bir
pozisyona degistirebilen transpozonlar
formunda uygun vektorler bulunmaktadir.
Transpozonlar, su ana kadar pekcok
organizmada gosterilmistir (5). Birgok
transpozon birgok faydali 6zellikleri olan
ve markerlere sahip giiclii vektorler elde
edebilmek i¢cin modifiye edilmistir.

Sirke sineginde (Drosophila melanogaster)
transpoze olabilen elementlerden P ailesi,
okaryotik retroviral olmayan transpozon
ailesinden en 1yi c¢alisilmis olamidir. Bu
nedenle de genetik ¢alismalarda etkin bir
model oldugu kanmtlanmistir (6). Bu
hareketli elementler Drozofila molekiiler
genetiginde  devrim  yapmuglar;  gen
transferi, insersiyonel mutajenez, artirici
tuzaklar1 ve gen ekspresyonunu caligmak
icin essiz bir sistem olan transpozon
hedeflemesi ile gen klonlamasi gibi
teknikleri saglamistir (7). Dogal tam P-
elementi 2,9 kb uzunlukta ve transpozisyon
icin gerekli oldugu diisiiniilen her iki ucta
31 bg¢’lik ters tekrarlara, acik okuma
cercevelerine sahiptir ki transpozaz olarak
bilinen 87 kD’luk bir proteini kodlar.
Bunlar belli genetik kosullarda ¢ok yiiksek

oranlarda transpozisyon yapabilme
yetenegine sahiptirler (8.9, 10).
Normal durumlarda P-elementi

transpozisyonunun c¢ok yiiksek frekansta
ancak P dizisi (P-elementi igeren) bir erkek
ve M dizisi (P-elementi icermeyen) bir disi
arasindaki caprazlamadan maydana gelen
nesillerde mayoz esnasmnda olustugu
goziikmektedir. P-elementinin
mobilizasyonu disgenik 0Ozellikler olan
azalan fertilite, mutasyon indiiksiyonu,
kromozom yeni diizenlenmelerine sadece
germ hiicrelerinde yol agarken; resiprokal
caprazlamalarda (PxP ve MxM) aym
durum gozlenmemektedir.

eklenmesi olayina (splicing) tabi tutuldugu
diisiiniilmektedir (11).

Transpozaz enzimi P-elementinin hareketi
icin kritik bir olgudur. Bu enzimi kodlayan
gen baska alternatif genlerle degistirilebilir
ve ayni zamanda transpozaz enzimi de
baska  yollardan  saglanabilir.  Yani,
transpozaz geninin gercek P-elementte
olmas1 gerekmedigi ve trans olarak da
diger kromozomlarda calistigi  artik
bilinmektedir. Bu ger¢ek transpozaz
enzimlerine sahip olmayan rekombinant P-
elementlerinin  konstriikksiyonuna olanak
vermistir. Yaygim bir transpozaz kaynagi,
defektif P-elementi A2-3’dir. Bu P-
elementinde A2-3 internal (dahili) bir
delesyonla transpozisyon i¢in zorunlu olan
31 b¢’lik  ters  tekrarlardan  birisi
uzaklastirilmig transpozaz geni saglam
kalmakla beraber somatik ekspresyona
imkan vermektedir (12).

Bu teknik modifiye P-elementi teknolojisi
icin daha da gelistirilerek artiric1 (enhanser
veya c¢ogaltici) tuzaklar1 (enhancer traps)
elementlerinin gelisimine taniklik
etmemizi saglamistir. Bir artiric1 detektori
raportdr gen igeren mobilize edilebilen
DNA konstrakti olup, kendi basma c¢ok
zayif ifade edilen; ancak yakin genomik
transkripsiyonel regiilator elementlerinin
etkisi altindaki bir genomik bdlgeye
entegre oldugunda, yakinindaki genlerin
ekspresyon kalibmni yansitan bir raportor
gen araciligiyla  gen  ekspresyonu
incelenebilir (3).

ARTIRICI TUZAGI TEKNIGININ
TARiHi GELiSiMi

Artirict  tuzagi, spesifik hiicre tiplerinin
gelisiminin analizini ve Drozofila hiicre
tipleri ve dokularda spesifik olarak ifade
edilen genlerin tanimlanmasini saglayan
giiclii bir tekniktir. Bundan 6te, bu teknik
bircok  farkli  arastrma  alanlarinda
uygulanabilir.

Kocatepe Tip Dergisi, Cilt 12, No:2, Mayis 2011
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Klonlanan P-elementi transpozisyonu ilk
defa kromozomdist DNA’dan Drozofila
embryolar1 germ hiicreleri DNA’sma etkin
ve selektif olarak Rubin ve arkadaglari
tarafindan gerceklestirilmistir (2, 13). Bu
ilk transgenik sinegin ortaya ¢ikisimni
gosteren gelisme Drozofila’da belli genetik
kriterler dahilinde DNA-araciligiyla etkin
gen transferinin temelini olusturmustur.
Bunu P-elementi transpozonlarmin
modifiye formlarmi yani raportor gen
olarak lacZ genini kullanarak Drozofila
genomunda rastgele entegre olabilen mobil
(hareketli) DNA elementlerini olusturan
“l. nesil artimrict tuzaklar1 elementleri®
izledi (3). Boyle diziler birka¢ y1l boyunca
onemli bir miktar olusturan cesitli gen
ekspresyon kaliplar1 sagladi (3, 4, 14, 15).
1. nesil artirict tuzaklarmin ortaya ¢ikiginin
bir yil sonrasinda bir maya transkripsiyon
faktoriiniin, GAL4, Drozofila’da gen
ekspresyonunu  aktiflestirdigi  gosterildi
(16). izleyen yillarda ikili (binary) sistem
potansiyeli anlasildi ve boylece GAL4’un
doku-spesifik bir promotordan
ekspresyonu (17) ve klonlanmis promotor
elementlerine ihtiyag duymaksizin hiicre-
tipi spesifik GAL4 ekspresyon kaliplari
sagland1 (18, 19, 20, 21,22).

1. NESIL ARTIRICI TUZAKLARI
Raportor gen olarak Escherichia coli’nin
B-galaktozidaz’t kodlayan (lacZ) geninin
kullanildig1 1. Nesil Artiric1 Tuzaklari’nda
ilgili konstrakt ayrica goriilebilen belirteg
(marker) gen olarak (Sekil 1.a) normal
kirmizi goz rengi icin gerekli olan bir
irlinii kodlayan white(w+) genini de igerir
(3, 23). Transpozon bu gene sahip olmayan
bir sinege verildiginde goz rengi markeri
transforme olan sineklerin stabil olarak
se¢imini saglar. Bu genlere ilaveten E. Coli
icin bir replikasyon orijini (ori) ve
transforme olan E. coli hucrelerine
ampisilin  direnci  veren [-laktamaz
genlerini (ampR) igeren multipl klonlama
sitesinden lineer hale getirilmis ticari
vektor plazmid, pBluescript’in tam kopyesi
bulunur. Bu diziler 2 polilinker (PL1 ve
PL2) ile cevrili olup transpozisyon igin
gerekli olan P-transpozon ters tekrar
dizileri de mevcuttur. Bu fiizyon geni P-
element konstraktinin  bir  bdlimiinii
olusturmakta ve Drozofila genomunda

farkli yerlere entegre olabilmektedir (Sekil
1. b).

P-transpozaz promotoru yakindaki
genomik kontrol elementleri tarafindan
etkilenebilir ve fiizyon geni {zerinde
temporal (zamansal) ve spasyel (mekansal)
regiilasyona yol agabilir. Bu durum ancak
Drozofila promotor/enhanser elementinin
yakinindaki  (etki alanmma) bir yere
transpozisyonu halinde, lacZ geni aktiflesir
ve [B-galaktozidaz iretilir. Eger
transkripsiyon doku-spesifik bir artirici
element tarafindan olursa, doku-spesifik
lacZ ekspresyonlar1 ortaya c¢ikar (Sekil 1.
¢) ki ya immiinositokimyasal tekniklerle
veya kabaca [-galaktozidaz aktivitesinin
testi i¢in substrati olan X — gal (5-bromo-4-
kloro-3-indolil- B-D-galaktozid)
kullanilarak deteksiyonu yapilabilir (3).

Sekil-1

Cl 5'P 3'P

IR pro LacZ white’ PL1 ampReori PL2 IR

b 5'P 3'P

1 ROV
R pro LacZ white’ PL1 ampReori PL2 IR

=

Enhanser
Detektsrii

w =W
Drosophila gefi

Sekil 1. Birinci nesil artiric1 tuzaklarmin
sematik gosterimi.

a) Drozofila daki birinci nesil artirict detektorii
transpozonlarin genel oOzellikleri b) Birinci
nesil artirict  detektoriinde gen regiilator
elementlerinin  (-galaktozidaz ekspresyonu
tizerindeki etkileri. Bu hipotetik (farazi)
durumda ilgili artirict normalde yakindaki
Drozofila geni iizerinde etkisini gosterir. c) Bu
durumdaki gibi artirict detektorii bir genin
transkripsiyon baglama noktasi yakininda bir
yere  insersiyon  yaparsa, onun da
transkripsiyonu yapilir ve onun ekspresyonu
renk verici bir substrat olan X-gal uygulanarak
gozlenebilir. Kisaltmalar: IR, inverted repeat =
Ters tekrarlar: PL, polilinker. (Bellen ve ark,
1990°dan hafif degisiklikle adapte edilmistir).
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2. NESIL ARTIRICI TUZAKLARI
Raportor gen 6zellikle noronlar1 calismada
biiyiik bir sorun olan hiicre geometrisinin
tim  detaylarmi1  perdeleyen  sadece
cekirdekte lokalizasyon sinyali
tagidigindan  dolayi 1. nesil artirict
tuzaklarmin  faydalar1 sl idi.  Ote
yandan 2. nesil artirict tuzaklari hem
niiklear ve hem de sitoplazmik hedefli
raportdor genler kullanabilme olanagi
saglamasi nedeniyle bu sorunun iistesinden
gelmistir (24).

2. nesil artirict tuzaklar1 kendileri higbir
histokimyasal = raportér  gene  sahip
degildirler. P-elementi konstraktindaki
genler bir maya regiilatér proteini olan
GAL4’u kapsar ki bu protein spesifik bir
diziye, “UASg*“ (galactose upstream
activating sequence), baglanir ve ona bagh
olan genlerin transkripsiyonunu
etkinlestirir. Bu da Sekil 2.a’da gorildigi
gibi, 1. nesil artiric1 tuzaklaridaki (3) P-
lacZ elementindeki /acZ genine benzer bir
tarzda  olusturulmustur  (18).  Yani,
konstrakt zayif bir promotor, white (w")
geninin fonksiyonel bir kopyesi, ters
tekrarlar icinde E. Coli i¢in bir replikasyon
orijini (ori) ve transforme olan E. Coli
hiicrelerine ampisilin direnci veren [3-
laktamaz (ampR) genlerini igeren plazmid
vektor pBluescript’e sahiptir (Sekil 2. b).

Sekil-2
a 5p P

3'
| e |

IR zayrt GAL4 w’ PL1pBSKPL2IR
Promotor

‘mn.ﬂ.

genomi k P-GAL4 elementi konstrakti GEN

B8

UAS LacZ w’

Sekil 2. Nesil artirici tuzaklarinin semast.

a) Ikinci nesil artiric1 tuzagi elementi ve b)
Calisma mekanizmas1 (Kaiser, 1993’ten
modifiye edilmistir).

Bu sayede P-elementi restriksiyon
enzimleri kullanilarak yakimindaki bir
parca genomik DNA ile birlikte genomden
kesilip digar1 alinabilmektedir.

Bu parca daha sonra sirkiiler (halkasal)
hale getirilebilir ve “plazmid kurtarma*
diye bilinen bir teknikle E. Coli’de
transforme edilebilir. Toplam olarak bu
element yaklagik 10 kb uzunlukta ve hala
genomik transpozaz kaynagi olan A2-3
vasitastyla transpozisyon yapabilmektedir
(12).

GAL4’un baglandigi  “UASg*“ dizisi
Drozofila’da yoktur ve bu yiizden bilindigi
kadarryla GAL4‘un normal gen
transkripsiyonu  iizerine  higbir  etkisi
yoktur. Kendi regiilator dizilerinden
yoksun #Asp70 (heat shock protein 70)
promotorunun  yukarisinda  (upstream)
UASg dizisine sahip konstraktlar, alternatif
genleri aktiflestirmek icin kullanilabilir.
Bunlardan ilk kullanilanm1 /acZ geni idi
(Sekil 3). Bununla beraber, kritik olarak
P(GAL4) elementi marker olarak lacZ
geninin ekspresyonu ile smirli degildir;
istenilen herhangi bir genin konstrakti
yapilip sokulabilir ki bu hiicre-spesifik
tarzda saglam organizmada essiz miidahale
olanagi saglar (25, 26, 27).

ARTIRICI TUZAGI TEKNIGININ

AVANTAJLARI VE KULLANIM
ALANLARI
Artirici tuzagi teknolojisi gen

ekspresyonunun mekansal kaliplarmna dair
degerli bilgiler saglamistir (28, 29, 30). Bu
teknik sayesinde bazi Onemli genler
karakterize edilmistir (31, 32, 33). Yakin
zamanlarda, bu teknik Drozofila‘nin
yanisira fare (34), zebra balig1 (35, 36) ve
Arabidopsis (37, 38, 39, 40, 41) gibi diger
model organizmalarda da uygulanmustir.
Artirict  tuzagi insersiyonlart bazi 6zel
hiicre ve dokulardaki genleri ekspresyon
kalib1 bazinda belirlemek i¢in onemli bir
metod saglar. Clinkii insersiyonlar normal
genlerin  fonksiyonlarmi1  her  zaman
bozmak durumunda degildir.

Kocatepe Tip Dergisi, Cilt 12, No:2, Mayis 2011
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SEKIL 3

P-GAL4 P-LacZ
C
> oD
/ﬂ S X Z7N
P ProGal4 w" pBSK P P UASGLacZ w* P
[ [-+]a s

Sekil 3. GAL4 {zerinden UASg-LacZ
ekspresyonunun deteksiyonu.

Ekspresyon kalibin1 ortaya c¢ikarmak igin
P(GAL4) elementinin yeni insersiyonlarini
tagtyan sinekler 2. kromozomu iizerinde
GAL4-bagimli UASg iizerinden ekspresyonu
yapilan lacZ geni tasiyan  sineklerle
caprazlamir. Bu ¢aprazlanmanin  dollerini
incelemek i¢in 6rnegin 6n tarama gibi, ya tim
embryo veya larva ve eriskin dokular1
disseksiyon sonrasi once fikse edilir ve sonra
da renk verici maddeyi (X-gal) i¢eren renkli
¢ozelti ile boyanur.

Boylece, bu teknik gelisim asamalar1
boyunca ve eriskin dokularda hiicre
tiplerini veya alt-bolgeleri belirlemek igin
markerler saglar ki bunlar1 baska sekilde
tanimak ¢ok zordur veya siirekli elde etme
imkan1 olmayabilir. Bundan baska, bu
teknik insersiyon yerinde P-elementinden
olan DNA dizilerinin yardimiyla 1ilgili
gen(ler)i klonlamaya gotiiriici bir rota
olarak hizmet gorebildigi kadar (4, 14, 42,
43), aym1 zamanda bir dokudaki gen
ekspresyon kaliplarini analiz etmek i¢in
kullanilabilir (20, 21).

Ayrica, artirict tuzagr mutajenik bir ajan
olarak da hizmet gorebilir, mesela,
transpoze olan gen hiicre-spesifik bir genin
kodlayan bdlgesine insersiyon yaparsa, o
kodlayan dizileri bozabilir ve ilgili genin
inaktivasyonuna yol agabilir (44).

Kocatepe Tip Dergisi, Cilt 12, No:2, Mayis 2011

Alternatif olarak, ¢evreleyen DNA degisen
dizilerle yer degistirdigi deneylerde c¢ift
zincir  DNA  kiriklart olusturmak igin
oldugu kadar (45), tam ve tam olmayan
eksizyon (46, 47) ve lokal sigratma (48,
49) i¢in de kullanilabilir.

Ozellikle, GAL4/UAS ikinci nesil artirict
tuzagr metodu ekstra avantajlara sahip ve
onceki artirici tuzaglr metodunun yol agtigi
zorluklar1 gideren ikili bir sistemdir (18).
Birinci olarak, bir transgenin ektopik
ekspresyonunun bir¢ok farkli dokulara ve
hiicre tiplerine yonlendirilebildigi bireysel
dizilerin hizla tretilmesine imkan verir.
Ikinci olarak, transgeni transkripsiyonel
aktivatoriinden ayirir ki bu da potansiyel
olarak hasar verici konstraktlar i¢cin uzun
zaman zarfinda c¢ogalmayr Onleyen
degistiriciler gelistirmeksizin insersiyon
icin faydal bir arac saglar. Ugiincii olarak,
hedef geni farkli hiicre ve doku tiplerinde
istenen hedefi tasiyan tek bir diziyle
caprazlamayla aktiflestirir.

Bununla beraber, artirict deteksiyonu ayni
zamanda bir¢ok hiicre ve doku-spesifik

regiilator  elementlerin ~ belirlenmesini
miimkiin  kilar. Eger 06zel ilgilenilen
hiicrelerde ekspresyonu diizenleyen

elementler belirlenirse, onlar muteakiben
ya ablasyonu ile veya oOzel hiicrelerin
dogasini degistirmeye izin veren hiicresel
degistiricilerin  ekspresyonunu saglamak
icin kullanilabilir ki bu da bu hiicrelerin
organizmadaki fonksiyonuyla ilgili spesifik
sorularin sorulmasina olanak verir (23, 24,
50, 51).

Artirict  tuzaklar1  genellikle iki tarzda
uygulanir. Birinci olarak, ¢evreleyen
genomik DNA’nin  plazmid kurtarma
islemine tabi tutulmasiyla potansiyel
olarak yeni genlere bir rota verebilir. Ikinci
olarak, 2. nesil GAL4 (bir maya
transkripsiyon faktorii) dizilerinde
alternatif  genetik  konstraktlarn  belli
hiicrelerde direkt ekspresyonunda
kullanilabilir (50, 25). Bununla beraber,
ekspresyon kaliplarmin kendileri yeterli
miktar dizilerin taranmasi yapilarak,
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Drozofila beyincigi ve Malpigi
tiibiillerinde oldugu gibi (20, 21), bir
dokunun formal gen ekspresyon alt-
bolgelerinin haritalanmasinda
kullanilabilir. Bu kullanimda ¢ok miktarda
bagimsiz artiric1 tuzagi dizisi ¢alisilan bir
dokunun faydali bir islevsel genetik
haritasini ortaya ¢ikarabilir. Bu teknik daha
sonra onlarin karakterizasyonuna sebep
olsa bile, raportdr genin entegrasyon
bolgesinin  yakmindaki  transkripsiyon
iinitelerine bagimli degildir.

ARTIRICI TUZAGI TEKNIGININ
DEZAVANTAJLARI VE
ZORLUKLARI

Artirict tuzagi, yukarida sayilan
avantajlarina ragmen, tamamen sorunsuz
da degildir. Artirict tuzagi verilerinin
yorumunda dikkatli olmak gerekmektedir.
P-elementlerinin genoma rastgele
insersiyon yapmadigi genel olarak kabul
edilmektedir (52), ve raportér genin
ekspresyon kalibi komsu transkripsiyon
linitesinin ekspresyonunu tamamen
yansitmayabilir. Artiric1 tuzagi raportor
geni biiyiik oranda kisa mesafede sadece
komsu transkripsiyon linitesinin
ekspresyonuna katkida bulunan kontrol
elementleri tarafindan etkilenebilir. Bunun
etkisi otantik transkripsiyon
iinitesininkinden daha dar spasyel gen
ekspresyon kalibini rapor etmektir. Bu
nedenle, ilging raportor gen ekspresyon
kaliplariyla iligkili transkripsiyon
initelerini  belirleme  girisimleri  ¢ok
komplekstir; ya komsu gen kismen genel
olarak ifade edildigi i¢in, ya da artirict
detektorii 0yle uzak bir mesafeden genoma
insersiyon yaptigindan dolayidir ki ilgili
transkripsiyon  linitesi  bulunamayabilir
veya net olarak belirlenemeyebilir.

SONUC

Bir artiric1 detektorii (sentetik raportor P-
elementi) acik ve tekrarlayan  bir
ekspresyon kalibin1 rapor ettiginde, bu
onun  organizmadaki  bir  genetik
ekspresyon bdlgesi sinirmi gosterebilen bir
kontrol elementi veya kontrol elementleri

kombinasyonunun etkisi altinda oldugunu
gosterir. Sayet birden fazla insersiyon olay1
ayni ekspresyon kalibini rapor ettiginde bu
daha da kuvvet kazanirr. Bu yolla, cok
sayida bagimsiz artirict tuzagi dizileri
taramasi, caligilmakta olan bir dokuda
fonksiyonel sinirlarin ~ yararhh  bir
gostergesini saglar. Bu teknik, daha sonra
onlarin karakterizasyonuna gotiirse de,
komsu transkripsiyon {initelerinin tam
iceriklerinden olduk¢a bagimsizdir.
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