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Rekombinant DNA

Molekiiler biyolojideki klasik deneyler, genlerin dogast ve
ekspresyonu konularinda temel kavramlar gelistirmemuzde biiyiik
katki saglamistir. Bu caligmalar temel olarak genetik analizlere
dayandigi icin, basarilart biiyik oranda, hizl cogalan, basit yapidaki
organizmalari (bakteri ve viruslar gibi) model olarak kullanmalarma
bagli idi. Buna ragmen pek ¢ok okaryot genomu (Grn., msan genomu)
E.coli gibi bir organizmadan binlerce kez daha karmagtk yapida
oldugu i¢in, belirlenen temel prensiplerin dkaryot hiicrenin karmagik
yapisii anlamada ne kadar basaril olacagy siipheli idi. Bu tip
karmagik genomlarla molekiiler dizeyde calisma fikri 19707lerm
balarinda cesaret kiricryds, Ozellikle genlerin izole edilmesi ve
calistimast imkansiz gibi goriinmekteyd.
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Molekiter biyolofinin flerlemest tniindeki b sorun, herhangi bir
hiicre

e ailgenin izole edilmesine, dizisinin belirlenmesine ve
genlerle galiglabilmesine olnak veren, rekombina DNA teknoloji-
sinin- geligtirilmesi ile agilds. Rekombinant DNA uyeulamalar
Okaryouk genler ve genomlariy yapt ve fonkstyonlar tzerinde ayrngl
molekiler caligmalar yapilmasiy ve baylelikle icre biyolojisin

anlamamizda devrim nitelginde geligmeler yasanmasini olanakls kild,
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Restriksiyon Endoniikleazlar

Rekombinant DNA teknolojisinin gelismesinde ilk agama, DNA'yj
belli dizinlerden kesen enzimlerin -restriksiyon endonukleazlarin-
tammlanmast oldu. Bunlarm, bakterilerde, yabanci bir DNA
molekiiliinin (6rn., viral DNA) hiicreye girisine karst bir savunma
mekanizmasi saglayan enzimler oldugu saptandi. Bakterilerin, DNA
molekiiliinii yiizden fazla farkli tanima bolgesinden kesen, cok sayida
restrikstyon endoniikleazi vardir ve her biri. DNA lizerinde dort ila
sekiz bazlik (6rnekler Tablo 3.2°de) Ozglin dizileri tanr,

Restriksiyon endoniikleazlar DNA'y1 6zgiin dizinlerden kesti slicin,
DNA molekiiliinii belli bolgelerden kesmek icin kullanilabilir
Oregin, EcoRl endoniikleaz: altr baz ciftinden olusan GAATTC
dizisini tanimaktadir. Bu dizj bakteriyofaj A DNA'sinda bes farkls
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Enzim? Kaynak Tamma BolgesiP

VRTINS

BamHI Bacillus amyloliquefaciens [ GGATCC

FcoRl Escherichia coli RY 13 GAATTC

Hacelll Haemophilus aegyptius GGCC

Hindlll Haemophilus influenzae Rd AAGCTT

Hpal Haemophilus parainfluenzae GTTAAC

Hpall Haemophilus parainfluenzae CCGG

Mbol Moraxella bovis GATC

Notl Nocardia otitidis-caviarum GCGGCCGC

Stil Streptomyces fimbriatus GGCCNNNNNGGCC
lagl Thermus aquaticus ICGA

* Enzimler izole edildikleri tiirlere gore isimlendirilir ayni tiirden izole edilen birden
fazla enzim numara ile belirtilir (.. Hpal ve Hpall gibi),

b Tanima bolgesi sadece cift iplikli DNA i tek ipligindeki diziyi gosterir, ‘N’ ayni
bolgede yer alacak herhangi bir bazi temsil etmektedir,



Rekombinant DNA Molekillerinin Eldesi:

* Molekuler klonlamada temel strateji bir
DNA fragmanini (orn: insan DNA'sIinin bir
segmenti), konakc¢i hucreden bagimsiz
olarak replike olma yetenegine sahip bir
DNA'ya (vektor) yerlestirmektir.

« Sonucta olusan rekombinant molekul veya
molekuler klondur.Uygun bir konakc¢ida
replikasyona izin verilirse yerlestirilen
DNA'dan buyuk miktarlarda elde edilebilir.




 Rekombinant molekuller olusturacak DNA
fragmanlari genelde RE ile kesimleme
sonucu elde edilir.Bunlar yapiskan
(kademeli) kesimler olustururlar, sarkan
veya yapiskan tek zincirli kuyruklar
olustururlar.

* Vektor de ayni enzimle kesilince yapiskan
uclar birbirini komplementer baz
eslesmesine bagli olarak bulurlar ve son
olarak DNA ligaz ile muamele edilirler.



* Klonlanacak DNA'nin illa da RE kesimleme bolgesi ile
bitmesi sart degildir.Cesitli RE bolgesi bulunduran
sentetik DNA “linker’lar (baglayicilar),DNA'nin kor
uclarina baglanabilir.

« Linkerlar, kimyasal olarak sentezlenebilen kisa
oligonukleotid dizileridir ve herhangi bir DNA'nin
vektor ile baglanmasini saglayabilir.

 Sadece DNA degil,RNA dizileri de klonlanabilir.Once
RT ile cDNA elde edilir ve yine vektore ligasyonu
saglanir.



Rekombinant DNA Vektorleri:

* Insert DNA'nin buyuklugune ve deneyin amacina gore
degisik tipte klonlama vektorleri kullanilabilir. Klonlanan
DNA'nin izolasyon ve ¢ogaltiilmasi icin kullanilan temel
vektorler anlatilacaktir.

« Bakteriofaj A vektorleri okaryotik hucrelerden genomik
veya cDNA klonlarinin ilk izolasyonu ig¢in kullanilirlar.

« Cos bolgeleri (kohesiv bolgeler):DNA'nin faj
partikulleri icerisinde paketlenmesi icin gereklidir.



* A klonlama vektorlerinde, bakteriyofaj genomuna ait

virus replikasyonu igin gerekli olmayan diziler ¢ikartilir ve
klonlanan DNA'nin baglanmasi igin gerekli 6zgun enzim
kesim bolgeleri eklenir.

* Yerlestirilecek DNA 15 kb buyuklugunde olabilir.

 Insan DNA'sindan genomik klonlari izole etmek icin
~15kb’lik rasgele fragmanlar X vektortne ligasyon ile

baglanirlar.
* Bu rekombinant DNA molekullerinin faj partikulleri

icerisinde paketlenebilmesi icin, DNA A proteinleri ile in
vitro karistirilir( paketleme ekstrakti).



Bundan sonra faj partikulleri kulturde E. coli'yi enfekte
etmek icin kullanilirlar.

Herbir rekombinant faj tek bir plak olusturacagi igin uniq
insert tastyan DNA'lar izole edilebilir.Ayrica belli bir gen
lle ilgileniliyorsa, nukleik asit hibridizasyonu veya diger

baska tarama metotlari ile tespit edilir.

Plazmid vektorlerde manipulasyonlar daha kolaydir.

Plazmidler kucuk halkasal DNA'lardir ve bagimsiz replike
olabilirler.

Plazmid DNA'sinin ihtiyaci olan konak¢i DNA polimerazi
icin gerekli olan replikasyon orijinidir.



Buna ilaveten plazmid vektorler antibiyotiklere direng
saglayan (orn:ampisilin direnci) genler tasirlar. Boylece
plazmid tasiyan bakteriyi secmek mumkun olur.

Plazmid vektorleri genelde 2-4 kb’lik DNA igerirler; buna
karsin A vektorlerindeki faj DNA'lar1 30-45 kb arasinda
olabilir.

Plazmid de klonlanabilmesi icin insert DNA'nin bir
fragmani uygun restriksiyon bolgesine ligasyon ile
baglanir ve rekombinant molekul ile E.coli’'nin
transformasyonu saglanir.

Plazmid DNA'sinI iceren antibiyotige direncli koloniler
secilir. Plazmid iceren bakteriler buyuk miktarlarda uretilir
ve DNA izole edilir.



Hucre basina yuzlerce olabilen kucuk halkasal plazmid
DNA'sI, bakteriyel kromozomal DNA'dan ayrilir.
Genomik DNA analizi ile ilgili birgok calisma igin A
vektorlerinin de alabildiginden daha buyuk DNA

fragmanlarinin klonlanmasi gerekebilir. Bu amagla
kullanilan 5 degisik ana tipte vektor bulunmaktadir.

Cosmid vektorlere ~ 45 kb'lik insertler yerlestirilebilir.

Bu vektorler bakteriofaj AN'ya ait diziler bulundurur,
antibiyotik resistans dizileri vardir ve replikasyon orijinine
sahiptirler. (45 kb’a kadar buyuklukte DNA dizileri bu

vektorlere yerlestirilebilir.)



« Nya ait diziler klonlanan DNA'nin faj partikullerine
paketlenmesini kolaylastirir. Replikasyon orijini ve
antibiyotik diren¢ genleri sayesinde, plazmidler gibi
bakteriyel hucrelerde ¢ogalabilirler.

« Bakteriofaj P1'den iki tip vektor elde edilmistir.
Bakteriofaj P1 vektorlere 70-100 kb’lik fragmanlar

yerlestirilebilir, in vitro P1 faj partikullerine paketlenir ve
E.coli'de replikasyonu saglanir.

* P1 Antificial kromozom (PAC) vektorleri ise bakteriofaj
P1’e ait diziler bulundururlar; ama plazmidler gibi
E.coli'ye direk olarak verilirler ve

130-150 kb’lik daha buyuk insertleri tasiyabilirler.



Bakteriyal antificial kromozom(lar) (BAC) vektorleri
E.coli'nin dogal plazmidlerinden (F faktor) elde edilir.

Replikasyon orijini ve diger F faktor dizileri bunlarin 120-
130 kb tasiyabilen stabil plazmidler olarak replike
olmasina izin verirler.

Daha da buyuk DNA fragmanlari (250-400 kb) yeast
artificial kromozom (YAC) vektorlerine klonlanabilir.

Bu vektorler, mayaya ait replikasyon orijini bulundurdugu
gibi, sentromer, telomer gibi diger dizileri de bulundurur
ve bu sayede maya hucrelerindeki lineer kromozomlar
gibi replikasyonlari yapilir.
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Kozmidler 30-45 E.coli
P1 Bakteriyofas 70-100 E.coli
P1 Yapay Kromozomlari (PAC) 130-150 E.coli
Bakteri Yapay Kromozomlart (BAC) — 120-300 E.coli
Maya Yapay Kromozomlari (YAC) 250-400 Maya




DNA Dizi Analizi
Molekiiler klonlama, her bir DNA parcasinin, niikleotid dizilerinin
belirlenmesini de 1geren, ayrintili incelemelerine olanak saglayacak
miktarlarda eldesini olanakh kilmigtir. Gergekten de pek cok genin
niikleotid dizininin ¢ikarilmasi, sadece bu genlerin kodladiklari
protemnlerin yapisinin anlagtlmasmi  degil, ayni zamanda gen
ekspresyonlarini diizenleyen dizilerin ozelliklerinin de anlasiimasini
saglamigtir. Bunun da Otesinde, yeni bulunan genlerin kodlayan
diziler1 genellikle, daha Once ¢aligilmig olan genlerle iliskilidir ve
boylelikle yeni izole edilen genlerin fonksiyonlari, bu tip dizilim
benzerlikleri kullanilarak, dogru olarak tahmin edilebilmektedir.
Giintimiizde kullanilan DNA dizi analizi yontemleri hizli ve dogru bir
bicimde, birka¢ kilobaz biiyiikliikte DNA dizinlerinin belirlenmesine



DNA dizi analizinde en fazla kullanilan metot zincir
durduran dideoksinukleotidlerin kullanildigi, DNA
sentezini premature olarak durduran yontemdir.

DNA sentezi bir uctan isaretli primer ile baslatilir. Her biri
normal bazin yaninda dideoksi isaretli bir baz
bulunduran 4 tupte reaksiyon gercgeklestirilir.

Dideoksinukleotidin baglanmasi ile reaksiyon durur.
Cunku bu baz 3' hidroksil grubu icermeyen deoksiriboz
bulundurur.

Sonugcta bitis bazi reaksiyondaki dideoksinukleotidi
temsil eden bir dizi isaretli DNA molekulleri elde edilir.
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Daha genis olgekli DNA dizi analizleri icin otomatik
sistemler kullaniimaktadir.

Bu sistemde, dideoksi nukleotid sekanslama
reaksiyonlarinda floresan isaretli primerler kullanilir.

Yeni sentezlenmis DNA dizileri jelden gectikce,
floresan isaretli exite eden lazer 1sigindan gecer.

Cikan 1sin fotomultiplierda tayin edilir ve bir bilgisayar
bunlari toplar ve datayi analiz eder.

Bu sekilde yapilan genis olgekli analizler sayesinde
Insan genomunun tam dizisi yani sira bakteri,maya,
Arabidopsis,C.elegans, Drosofila ve fare gibi bircok
turun de genom dizileri cikartiimistir.



D4zt analizi vapilacak tek-iplikli DNA

Her bir dideoksintkleotid icin farkli floresanlar ile
isaretlenmis dizi analizi reaksiyonlarinin kullanimi

rtinlerin toplanmasi
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Sekil 3.22 Otomatik DNA dizi analizi
Herbiri farkli bir zincir-sonlandiric
dideoksiniikleotidle sonlanan ve farklhi

floresan etiketlerle isaretli bir primer
tmnm ARt aur dizi analizi reaksivonu



Ekspresyon Vektorleri:

* Proteinleri birgogu okaryotik hucrelerde az miktarda
bulunur ve bu nedenle klasik biyokimyasal yontemlerle
bunlari cok miktarda elde etmek mumkun degildir.

 Ama eger elimizde klonlanmis bir gen varsa, bakteri
veya okaryotik hucrelerde yuksek seviyede gen
ekspresyonu saglayan vektorlere bu geni baglayarak, bu
problem cozulebilir.

« Okaryotik bir genin E.coli'de ekspresyonunu saglamak
icin,ilgilenilen cDNA, plazmid veya faj vektore
(ekspresyon vektoru) baglanir.



Bu vektor eklenen genin transkripsiyon ve
translasyonunu saglayabilecek dizilere sahiptir.

Eklenen gen genelde bakteride ,bakterinin total
proteininin %10'u kadar eksprese edilir.

Bundan sonra yapisal analizi icin bunun
biyokimyasal izolasyonu bilinen metotlarla
gerceklestirilebilir.

Cogu durumda protein ekspresyonunu bakteride
yapmaktansa okaryotik hucrede yapmak daha uygun
olmaktadir.

Ekspresyonun bu sekilde yapilmasi , ornegin normal
olarak yapilan posttranslasyonal modifikasyonlarinda
aynen gercekleseceqini garantiler.



Yine klonlanan gen bir vektore baglanir.

Okaryotik hiicrelerle ilgili bir sistem baculovirus
vektorlerinin bocek hucrelerini enfekte etmesidir.
Viral yapisal bir genin yerine yerlestirilen gen boylece
fazlaca ekspresyon gosterir.

Alternatif olarak, uygun vektorler ile memeli hucreleri de
kullanilabilir.

Klonlanan genin mayada ekspresyonu ozellikle pratiklik
bakimindan (maya genetiginin kolay manupulasyonlari )
faydalidir.



Polimeraz Zincir Reaksiyonu
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Nikleik Asit Hibridizasyonu



Protein Problar: Olarak Antikorlar

* Antikorlar bir hayvani yabanci proteinlerle
inokule etmek_ suretiyle |
olusturulurlar.Ornegin insan antikorlari
genelde tavsanlarda uretilir.

* Immunize olmus hayvanlara ait sera
degisik lenfositler tarafindan uretilmis
antikor karisimi bulundurur.

* Bununla beraber ,immunize edilmi? _
hayvanlardan (genelde fare_l) B lenfositlere
ait klonal serileri kulture edilmesiyle tek tur
antikor da uretilebilir. Bu tek tur antikor
monoklonal antikor olarak
Isimlendiriilmektedir.



Her bir lenfosit sadece bir tip antikor urettigi icin
lenfositlerin klonal bir serisinden uretilen
antikorlar,sadece tek bir antijenik determinant taniyan
monoklonal antikorlar olacaktir.

Hucrelerden purifiye edilmis proteinlere karsi antikor
olusturulabilecegi gibi ,diger bagska materyallerde
Immunizasyon i¢in kullanilabilir.

Ornegin intact hiicrelerle de immunizasyon yapilabilir
ve boylece belli bir hucre tipinin (Orn: kanser hucresi)
ekspresyonunu gercgeklestirdigi proteinlere karsi
antikor elde edilmis olur.

Daha sonra bu antikorlar, proteinlerin
tanimlanmasinda kullanilabilir.



Ayrica, antikorlar bakteride rekombinant klonlar
olarak ekspresyonu yapilan proteinlere karsi
olusturulabilir.

Boylece okaryotik hucrelerden izolasyonu zor olan
proteinlere karsi antikor olusturulur.

Daha da otesi antikorlar 10-15 aa.lik sentetik
polipeptidlere karsi da olusturulabilir.

Sonugcta bir genin dizisi biliniyor ise ,protein dizisinin
bir Kismindan olusturulmus peptidlere karsi antikor
olusturulur.



* Bu sentetik peptidlere karsi olusturulan
antikorlar intact protein ile de reaksiyona
girebileceqi icin sadece gen dizisini bilerek
proteine karsi antikor olusturmak
mumkundur.

* Antikorlar hucre ekstraktindaki proteinlerin
bulunmasinda kullanilirlar.Bunun igin iki
metot vardir:Birincisi Western
Blotting(Immunoblotting) ,ikincisi
Immunopresipitasyon.



Rekombinant DNA Kiitiiphanelerini Taramak I¢in
Problar:

« Genomik veya cDNA klonlarini izole etmek igin ilk
basamak rekombinant DNA kutuphaneleri
olusturmaktir.

* Bunlar belli bir htcre tipine ait tum genomik veya
MRNA dizilerine ait klonlarin bir koleksiyonudur.

» Insan DNA'sina ait bir genomik kitliphane ~15 kb
buyuklugunde DNA fragmanlarinin A vektore
klonlanmasiyla hazirlanabilir.

» Insan genomu 3x10% kb olduguna gére ~ 200.000
A Kklonu bir genom igin gereklidir.



Orneklemedeki istatistiki saplamalar yuzunden birgcok
gen bu 200.000 rekombinantin bulundugu kutuphanede
yer almayacak; buna karsin bircok gen de birgok klonda
bulunacaktir.

Bunun i¢in daha genis kutuphaneler ,ornegin bir milyon
rekombinant fajin bulundugu kutuphaneler hazirlanir.

Eger gen icin prob var ise, bu rekombinant
kutuphanelerden bu gen izole edilebilir.

Rekombinant fajlar E.coli'ye enfekte edilir ve replike olan
her faj bir plak olusturur.

Plaklar daha sonra filtrelere aktarilir ve ilgilenilen gene
ait prob ile hibridize edilir.



Daha sonra uygun plak,uygun ortamdan izole edilir
ve istenilen geni tagiyan fajin uretimi saglanir.

Plazmid DNA klonlari iceren bakteri kolonilerini
taramak icin de ayni yontem kullanilabilir.Sonucta fa;

veya plazmid kutuphanelerinden spesifik klonlar izole
edilebilir.

Cok cesitli problar rekombinant kutuphanelerin
taranmasinda kullanilabillir.

Ornegin bir cDNA klonu,karsilik gelen genomik
kKlonun izolasyonunda prob olarak kullanilabilir veya
bir turde klonlanmis bir gen (orn:fare) baska bir turde
(orn:insan) ilgili genin klonlanmasinda prob olarak
kullanilabilir.



Bitki ve Hayvanlarda Gen Transfert:

« Kompleks okaryotlarda ,mayadaki gibi basit genetik
manupulasyonlar yapmak ¢ok kolay olmamakla beraber
yine de klonlanmigs DNA'nin bitki ve hayvana
yerlestiriimesiyle gen fonksiyonu tespit edilebilir.

« Genel olarak gen transferi olarak isimlendirilen bu
deneyler birgcok soruya cevap olusmasini saglamistir,

 DNA'nin hayvan hucrelerine yerlestiriimesi ilk defa
enfeksiyona neden olan viral DNA'larla yapilmistir ve bu
nedenle genelde transfeksiyon (transformasyon +
enfeksiyon) olarak isimlendirilmistir.



« DNA kulturdeki hayvan hucrelerine birgok yol ile
aktarilabilir:

1.Hucre nukleusuna direk mikroenjeksiyon ile verilebilir.

2.Kalsiyum fosfat ile DNA kopresipite edilir ve hucre
olusan kucguk partikulleri alir.

3.DNA lipid vesikullerine (lipozom)yerlestirilir.Bunlar
plazma zari ile fuse eder.

4. Elektroporasyonda,kisa bir elektrik pulse ile
membranda porlarin agilmasi saglanir.



Hucrelerin gogu tarafindan alinan DNA nukleusa tasinir
ve burada gunlerce transkripsiyonu yapilabilir.

Bu olguya transient ekspresyon adi verilir.

Hucrelerin kucuk bir bolumunde (genelde %1’'den az)
yabanci DNA stabil olarak genoma yerlesir ve bolunme
sonucu projeni hucrelere aktarilir.

Transfekte edilen DNA eger selektif bir marker
bulunduruyorsa (orn:ilac¢ direnci)stabil olarak transforme
olan hucreler izole edilebilir.

Bu sekilde klonlanip aktarilan genlerin hucre davranisi
uzerindeki etkileri (orn:hucre buyumesi veya
farklilagsmasi)incelenebilir.



* Klonlanmis DNA'nin aktariminda hayvan
virusleri de vektor olarak kullanilabilir.

* Bu acidan retrovirusler cok kullanilishdir.
Cunku bunlart DNA'larl yasam yasam
dongulerinde enfekte ettikleri hucrelerin
genomuna stabil olarak entegre olabillir.

» Sonucta,retroviral vektorler klonlanmis
genlerin,birgok degisik hucre tipine
aktariilmasinda kullanilabilir.



Klonlanmis genler ¢ok hucreli organizmalarin germ
hucrelerine de aktarilabilir; boylece kultur hucreleri
yerine canli hayvanlarda calisilabilir.

Yabanci genleri tagiyan fare (transgenik fare)
uretmenin bir yolu, klonlanmis DNA'nin dollenmis
yumurta pronukleusuna direk mikroenjeksiyonudur.

Daha sonra enjekte edilmis yumurtalar tasiyici
anneye transfer edilir ve gelisimi beklenir.

Yavru farelerin genelde yaklasik %10’luk bir bolumu
yabanci DNA'yi tasir.Yabanci DNA somatik
hucrelerde olacagi gibi germ hucrelerinde de bulunur
ve boylece diger nesillere de aktarilir.



Embriyonik kok hucrelerin (ES), ozellikleri de
klonlanmig genlerin fareye aktariminda alternatif bir
metot sunmaktadir.

ES hucreleri,kulturde erken fare embriyolarindan
olusturulabilir.

Bunlar manupule edildikten sonra tekrar embriyolara
aktarilir ve boylece germ hucreleri de dahil hayvanin
vucudundaki tum hucrelerde bulunurlar.

Klonlanmis DNA'nin kulturdeki ES hucrelerine
aktarimi mumkundur.



 DNA ile transforme edilmis ES hucreleri
dﬁltha Isonra tekrar fare embriyosuna
aktarilir.

* Bu embriyolar kimerik yavrular
olusturur.Cunku bazi hucreler normal
embriyo hucrelerinden, bazilari ise ES
hucrelerinden gelmektedir.

» Bazilarinda ise transfekte edilmis ES
hucreleri, germ hucrelerine yerlesirler.
Bunlarin glftle?tlrllmesule transfekte olmus
genin direk kalitimi saglanir.




Klonlanmis genler bitki hucrelerine de aktarilabilirler:

* Bunun icin bir yaklasim bitki hucre duvarini
uzaklastirip plazma zari ile gevrili protoplast
olusturmaktir. Daha sonra DNA elektroporasyon ile
bu protoplasttan aktarilabilir.

« Baska bir yontem,partikul bombardimani yapmaktir.
DNA intakt bitki hucrelerine DNA kapli
mikroprojektiller ile (orn:klcuk tungsten parcalari)
aktarilir. DNA ile kaplh partikuller direk hucreye ates
edilerek aktarilir.Bazi hucreler olur ama digerleri
kurtulur ve stabil transformasyonlari saglanmis olur.



o Bitki virusleri de vektor olarak kullanilarak daha etkili
aktarimlar yapilir.

« Buna ilaveten Agrobacterium tumefaciens bakterisindeki
bir plazmid (Ti plazmidi) klonlanmis DNA'nin cesitli
bitkilere aktariminda cok etkili bir aractir.Dogada
Agrobacterium Dbitki yapraklarina yapisir ve Ti plazmidi
bitki hucresine transfer olur ve burada kromozomal
DNA'ya entegre olur.

« Transgenik bitkiler,kulturdeki hucrelere rekombinant
DNA'nin aktariimasiyla elde edilebilirler. Bu transgenik
hayvan uretiminden daha kolaydir.



Klonlanmis DNA’nin Mutagenezi:

Reverse gen_etics: Ik dnce gende mutasyon
olusturuluyor.lkinci olarak fonksiyonel sonuclar
arastiriliyor(gen— urun).

Klonlanmigs DNA'da belli mutasyonlarin olusturulmasi
( in vitro mutagenez) okaryotik genlerin fonksiyon ve
ekspresyonlarini ¢calismada c¢ok etkili bir tekniktir.

Klonlanmis genler bircok in vitro mutagenez yontemi
ile deqistirilebilirler.

Sonucta gende delesyon ,insersiyon, tek nukleotid
degisimleri olusturulabilir.



Mutajenezde ¢ok kullanilan bir metot sentetik
oligonukleotidlerin kullanimidir.

Bu prosedur de;mutant baz bulunduran primerler
DNA sentezinde kullanilirlar.Yeni sentezlenen ve
mutasyon tasiyan DNA molekulleri daha sonra izole
edilip karakterize edilirler.Ornegin bir proteinin
spesifik aminoasitleri degistirilerek karakterizasyonu
yapilabilir.

Degisik metotlarla mutagenezi olusturulmus bir gen
uygun hucre tipine aktarilarak , mutasyonun gen
ekspresyonu uzerindeki etkisi incelenebilir.Yani in
vitro mutagenez , klonlanmig genlerin regulator veya
protein kodlayan dizilerini incelemek icin kullanilabilir.



