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DENEYSEL AKIŞ

• Donör organizmadan ekstrakte edilen klonlanacak 

DNA’nın (hedef, insert) enzimatik kesilmesi ve diğer 

DNA’ya (cloning vector-insert DNA construct) 

ligasyonuyla yeni rekombinant DNA molekülünün 

oluşturulması

• Rekombinant DNA’nın konak hücreye transferi 

(transformasyon, transdüksiyon, transfeksiyon)

• Transforme hücrelerin idantifikasyonu ve seçilmesi



RESTRİKSİYON ENDONÜKLEAZLAR

• DNA üzerindeki restriksiyon bölgeleri denilen 4 - 8 bp sekansları tanıyabilen bakteri enzimleridir.

• Tanıma bölgesinden DNAyı keserler.

• Restriksiyon bölgeleri çoğunlukla kısa palindromik dizilerdir.

• Her restriksiyon enzimi için bakteri bir modifikasyon enzimi de üreterek kendi DNAsını kesilmekten 

korur.





EcoRI ile yapışkan uçlu (sticky-end) kesim



HindII ile küt uçlu (blunt-end) kesim



RESTRİKSİYON FRAGMANLARININ VEKTÖRLERE 
AKTARIMI

• Ligasyon: DNA ligaz uç-uca 

bağlanma reaksiyonunu katalizler.

• Vektör DNA ve restriksiyon

fragmentinin komplementer uçları 

kovalent olarak DNAnın 3’ → 5’ 

fosfodiester bağlarıyla bağlanır.



PLAZMİDLER



PROMOTOR

• RNA pol ve transkripsiyon faktörlerinin bağlanmasını kontrol eden genin 5’ upstream
bölgesinde yer alan diziler

• Promotor spesifikliği
Ø Ökaryotik promotorlar (CMV, SV40, PGK1)
Ø Prokaryotik promotorlar (T7, T7lac, trp, T3)

• Tasarlanan plazmidde bulunan promotor(lar) RNA pol ile uyumlu olmalıdır.


