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Gen Klonlanmasi

& DNA kutuphanelerinin
olusturulmasi

Mikrobiyoloji Anabilim Dali



Gen Klonlanmasi

Klonlama ne demektir?

Gen klonlamasi nedir? Bdtln bir organizmayi
klonlamadan farki nedir?

Gen klonlamasi nigin yapilir?

Nasil yapilir?

DNA kutuphanesi, cDNA kltuphanesi nedir?
Gen klonlanmasina iliskin etik kaygilar nedir?



Klonlamada Kullanilan Enzimler

 DNA sentezleyen enzimler
* DNA sekanslarini birlestiren enzimler

 DNA'nin 5’-ucunu modifiye eden
enzimler

 DNA'yI ayristiran enzimler



DNA sentezleyen enzimler
DNA polimeraz |

. T4 DNA polimeraz
Terminal transferase

. Reverse transkriptase

DNA sekanslarini birlestiren
enzimler

1. E. coli DNA ligase
2. T4 DNA ligase
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« DNA'nin 5’-ucunu modifiye eden enzimler
1. Alkalin fosfataz

2. T4 polinukleotid kinase

 DNA'yI ayristiran enzimler

1. Nuklease S1

2. Ekzonukleaz Il

3. Restriksiyon endonukleazlar
a)Yapiskan uc olusturanlar
b)Kut ug olusturanlar
c)lzosizomerler
d)Degisik tanima yapanlar



DNA KLONLAMA: RESTRIKSIYON ENZIMLERI

RESTRIKSIYON ENZIMLERI: DNA molekiillerini spesifik bélgelerden kesen
bakteriyel proteinler (endonukleazlar).

e restriksiyon bolgesi: Bir restriksiyon enzimi tarafindan taninan 4-8 bazlik
spesifik DNA sekansi

erestriksiyon fragmenti: Bir ya da daha fazla RE ile kesim sonucu daha buytk
bir DNA parcasindan (6rn. genomik DNA) ayrilan daha klicik DNA porsiyonu

e birbirinden farkl yuzlerce RE bulunmaktadir, bunlarin her biri kendine 6zel
restriksiyon bolgesine sahiptir



EcoRI adinin tanimlanmasi

Kisaltma Anlam
E Escherichia
co coli
R RY13
Ik identifiye
| .
edilen

Tanim

genus

tur

SUS

Bakteri igerisinde
identifikasyon sirasi



Tablo 5.1. Bazi restriksiyon enzimlerinin spesifik kesim bolgeleri.

Organizma

Escherichia coli

Escherichia coli

Haemophilus influenzae

Haemophilus hemolyticus

Bacillus subtilus

Brevibacterium albidum

Thermus aquaticus

Enzim Adi

EcoRl

EcoRlI

Hind!l

Hhal

BsuRl

Ball

Taql

Kesim Bolgesi

G| AATTC

| CCAGG

GTPPy| PuAC

GCG| C

G| CC

TGG| CCA

T| CGA



Restruksiyon Enzimleri (Spesifik
Makaslar)

...AATTGCTTAGAATTCGATTTG...
...TTAACGAATCTTAAGCTAAAC...

EcoRI GAATTC sekansina baglanir ve DNA'yI keserek
DNA fragmentleri olusturur

4

...AATTGCTTAG AATTCGATTTG...
...TTAACGAATCTTAA GCTAAAC...



Rekombinant DNA

duplex -_T c T _-

restriction
enzyme

o W
| T




DNA KLONLAMA: RESTRUKSIYON ENZIMLERI
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EcoRl ile kesim
4 fragment Uretmis

EcoRl ile kesim
3 fragment lretmis




DNA KLONLAMA: RESTRIKSIYON HARITALARI
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DNA KLONLAMA: DNA LIGAZ
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Klonlama (Tanimi)

Yunancada - klon, ikiz

Belirli bir DNA parcasinin (klon) kompleks bir DNA karisiminin
icerisinde saptanarak elde edilmesi ve daha sonra bu DNA
parcasinin (klonun) fazla miktarlarda tretilmesi

Bir bireyin aseksUliel olarak tretilmis bilesimi; bir
makromolekilin (DNA ya da bir antikor) tamami ya da bir
kisminin kopyasini iceren bir grup

Ebeveyninin tek bir somatik hicresinden olusturulan ve genetik
olarak ebeveynine benzer olan birey (s6zllk)



Gen Klonlamasi’'nin Asamalari

« Gen tasiyan DNA'nin (veya RNA) saf olarak elde edilmesi,

« Genin yerinin belirlenmesi

* Genin cikariimasi

» Tasliyici vektor DNA'nin elde edilmesi

 Gen DNA'sinin vektor DNA'sI ile birlestiriimesi

* Olusan rekombinant vektor DNA'nin alici hucreye aktariimasi
« Seleksiyon

« Gen Urdndnun kontrol edilmesi



DNA klonlama nedir?

* DNA bir .
organizmadan gene[
ekstrakte edildiginde P
batln genleri elde
edilir

+ Gen (DNA)
klonlamasinda belirli E
bir gen kopyalanir DNA  Chromosome

GENES

gene 2




Tum organizmalar da klonlanir ancak
bu daha farkli sekilde olur!!!




Neden DNA klonlariz?

Spesifik bir genin izole edilerek nukleotid dizisinin belirlenmesi
Kontrol DNA sekanslarinin belirlenmesi
Protein/enzim/RNA fonksiyonlarinin arastiriimasi

Mutasyonlarin belirlenmesi Orn. Spesifik hastaliklara yonelik gen
kusurlarinin ortaya konmasi

Organjzmalarin spesifik amaclarla tekrar tretilmesi Orn. Insulin Uretimi,
direncli irklarin olusturulmasi



DNA nasil klonlanir?

Kan 0rnegi

* DNA kan gibi organik
materyalden ekstrakte
edilir DNA

« RE’ler, orn. EcoRl,
Hindlll, vb.,, DNA'yI

klguk parcalara ayirir

* Ayni enzimle kesilmis
farkli DNA parcalar
birlestirilebilir ya da
rekombine edilebilir

Restriksiyon enzimleri



DNA KLONLAMASINDA KULLANILAN
BILESENLER

RESTRiIKSIYON ENZIMLERI
VEKTORLER
DNA LIGAZ ENZIMI
KOMPETENT BAKTERIYEL HUCRELER
ANTIBIYOTIKLER



DNA KLONLAMASI: plasmid vektorler
W Oﬁ bakteriyel
plasmid

Replikasyon
orijini (ori)

coklu
klonlama

bolgesi
(MCS)

- Hindlll

- EcoRlI

- Kpnl

-Smal

- BamHI
- Xbal ampisilin direng geni (amp)




DNA KLONLAMASI: TRANSFORMASYON

“VEKTOR”

-+

“KOMPETENT HUCRELER”

DNA alimini kolaylastiracak sekilde
kimyasal muamele gormiis hiicreler

|

“TRANSFORME EDILMIS”
BAKTERI




DNA KLONLAMASI: SELEKSIYON

Luria Broth Agar
+

Ampicillin

SADECE AMPISILINE DIRENCLi (PLASMiD-ICEREN)
BAKTERILER UREYEBILMEKTE



DNA KLONLAMASI: YUKSEK MIKTARDA
URETIM

e e, g
Rekombinant j
plasmidin
milyonlarca —
kopyasi -




DNA KLONLANMASI: PLAZMIDLER

PLASMID: Bakteri icerisinde bakteriyel genomdan ayri olan, ayri olarak replike
olan, sirkuler cift-iplikcikli DNA molekulu

e bir DNA klonlama vektoru olarak islev gorecek sekilde dizayn edilir ve sadece
klonlanacak sekanslari icerir:

e bir bakteriyel replikasyon orijini (ori)
e bir antibiyotik direnc¢ geni [6rn. ampicilline direncten sorumlu (amp)]

e bir ya da daha fazla 6zel restriksiyon enzim kesim bolgesi bu yabanci
DNA parcasinin eklenmesine olanak saglar (MCS)

e DNA MCS’ye eklendiginde aktivite kaybeden bir B-galactosidase geni,

e yvabanci bir genin prokaryotik veya okaryotik hiicrelerde ekspresyonunu
saglayan promotorlar icerebilirler.



Vektor Tipleri

Plasmidler: 15 kb’lik kapasite.
Bakteriyofajlar (Lambda faji): 25 kb kapasite.
Kosmid vektorler: 35-45 kb kapasite.

Bakteriyel orijinli yapay kromozomlar (BAC):
50-300 kb.

Maya orijinli yapay kromozomlar (YAC):
300-1500 kb.

Insan orijinli yapay kromozomlar (HAC): 2000
kb'dan buyuk kapasite.



DNA Klonlanmasi, I

» Bakteriyel plazmidler

(bakterinin kromozomu s e
disinda bulunan kuictk o \/fmi‘ﬁfﬂﬁfé}iise
sirkUler yapidaki DNAlar) & =)
ayni RE ile kesilir 7 )set:’cdksy())

« Boylelikle bir DNA '
parcasi plazmid DNA'ya D \\

. desired recombinant plasmid
rekombinant DNA
moleklld olusturulabilir

7
eklenerek bir e )) mm\\



DNA Klonlanmasi, |11

3u rekombinant

blazmidler daha sonra © < >
<ompetent hale \/ ( )
£ cofi

Recombinant
(plasmidleri alabilir Plasmid Host Cell

hale) getirilmis C@ >

bakterilerle bir araya
R Transformed
getirilir Cell

Bu ekleme ya da
aktarim islemine
transformasyon adi
verilir.



DNA Klonlanmasi IV

 Bu plasmidler antibiyotik ( > ©
direng genleri <© +

T f ed Non-t f ed
tasimaktadir ransform ntransorm
e [Bu Sek.llc:ie direnc Nutrient medium
genlerini tagiyan ampicillin
bakteriler ozel
antl b I yOtI kl | Overnight Growth

besiyerlerinde trerken
diger bakteriler olur,
dolayisiyla sadece
transforme edilen
bakteriler hayatta kalir.

Ampicillin-resistant colonies



Antibiyotik Direnci

* Bu petrideki besiyeri
kanamisin icermektedir

« Saddaki bakteriler Kan",
plasmidi tasiyip,
Kanamycin’e karsi direngli
iken, solda direnc soz
konusu degildir

« Ureme farklihdina dikkat
ediniz




DNA Klonlanmasi V

Restriction of a large DNA molecule e Transforme edilen

bakteri hicreleri
besiyeri Uzerinde

b6 Goned koloniler olusturur

~50 kb DNA molecule

I . L .
EcoRl e Bir koloni icerisindeki
J her bir hiicre ayni
ey DA }5’5\ plasmide §ahiptir (ve
- ayni DNA'ya)
)/I 'nse”'“mefmf\  Farkl kolonilerdeki

/ hicreler farkl
@resulti@e.cx)\mbin@molecules Plasmidler (Yani_ fa r_k“
\ \_// DNA parcalari) icerirler.

All will produce colonies
“ A A A 4 Ir|




DNA Kutuphaneleri

DNA Kutuphanesi: Molekuler Biyolojide, molekuler klonlama islemi
boyunca mikroorganizma populasyonlarinda saklanan ve uretilen
DNA fragmentlerinin olusturdugu koleksiyona verilen isimdir.

Bir gen kutuphanesi ilgili gen kaynagi olan organizmadan izole edilen
farkli DNA parcalari ile transforme edilmis canli bakteriyel kolonilerden
olusan bir koleksiyondur

Bu gen kutiphanesi goruntulenerek arastirmacilarin ilgilendigi geni
tasiyan koloniler belirlenmelidir

Farkli DNA katiphaneleri (reverz-transkripte edilmis RNA'dan
olusturulan cDNA kutuphaneleri ve genomik DNA'dan olusturulan gen
kutuphaneleri) bulunmaktadir.

Her bir DNA fragmenti bir klonlama vektorine (cogunlukla plasmid)
inserte edilir ve sonra bunlar bir bakteri populasyonuna transfer edilir.
Her bir mikroorganizma bir yapi (vektor+insert) icerir. Bakteri
populasyonu kulturde uredikce icerdikleri DNA molekulleri de kopyalanir
ve c¢ogaltilir (KLONLANIR!!)




Klon Kutuphaneleri

chromosomal chromosomal DNA

~gene A, gene B/ ~gene A- gene B
IIIIIMIHIIHIIIIWIIHII IHIIIMIIIIIIIIIII IIIII

. \
exon intron | nontranscribed TRANSCRIPTION
DNA
RESTRICTION NUCLEASE DIGESTION RNA o e E E
transcripts ———
' DNA fragments | SP?I%?NG l
Illlllm m mlllll IIIIIE m IIIIII
MRBNAS s =
DNA CLONING \ \
REVERSE TRANSCRIPTION AND DNA CLONING
\ '
\
pessnens
resenan
Hllllm mlllll m
rrnssnnan runnuens
m |||||= zum sssunnns
rennunns

DNA cl in cDNA lib
genomic DNA clones in genomic DNA library - EANeANE i

Figure 8-35 part 1 of 2. Molecular Biology of the Cell, Figure 8-35 part 2 of 2. Molecular Biology of the Cell, 4th Edition.



cDNA ve Gen Kutuphanesi
Uygulamalari

Yeni genlerin kesfedilmesi

Gen fonksiyonlarinin in vitro arastiriimasina yonelik calismalarda
kullaniimak uzere cDNA molekullerinin klonlanmasi

Farkli hucre veya dokularda eksprese edilen mRNA
koleksiyonlarinin arastiriimasi

Belirli bir organizmanin tim genom dizisinin belirlenmesi Orn. (insan
genom projesi ya da diger turlerin genom projeleri)

Transgenik hayvanlarin genetik muhendisligi yoluyla Uretimleri igin
genomik dizi kaynaklarinin olusturulmasi

Regulator dizi fonksiyonlarinin in vitro olarak arastiriimasi
Kanser dokularinda genetik mutasyonlarin arastiriimasi



Goruntuleme |

Gord ntmeme: Overnight Growth
1. Fenotipik goriintiileme- White colonies: v Blue colonies:

Gen tarafindan kodlanan puc‘g”“sec“’"“'y
protein koloninin renginin S e ©Ce

dedismesini saglar

2. Belirli bir gen tarafindan
uretilen protein spesifik
antikorlar yardimiyla
saptanabilir




Goruntuleme 11

3. Klonlanmis bir genin DNA sekansinin bir

prob yardimiyla saptanmasi (DNA
hibridizasyonu)

disc of absorbent paper

INCUBATE WITH PROBE
AND WASH

colonies containing
plasmid of
interest

EXPOSE PAPER TO

radioactivel
i mase \PHOTOGRAPHICFILM

labeled DNA probe

S
“rey

DNA
bound to

petri dish with
colonies of bacteria
containing
recombinant plasmids

paper

position of desired
colonies detected by
autoradiography

LYSE BACTERIA
PEEL PAPER FROM DISH TO DENATURE DNA
PRODUCE REPLICA OF
COLONIES



Goruntuleme Il

 Koloniler bir kez
belirlendikten sonra
sivi besiyerlerinde
kultire edilerek
sayllari dolayisiyla da
DNA miktari
artirilabilir

e Ornekler
hazirlandiktan sonra

-80°C’de yillarca
saklanabilir.




cDNA |

« Okaryotik DNA bakteriyel (prokaryotik)
DNA'dan intron (intervening
sequences) ve exon (expressed or
translated sequences) adi verilen
sekanslara sahip olmasiyla ayrilir.

* Bir okaryotik genin eksprese
edilebilmesi icin, transkripsiyonu
takiben intronlarin mRNA'dan
cikartilmasi gerekmektedir.



D ¢

1st 1st  2nd 2nd 3rd
DNA exon intron exon intron exon

coding strand
I

Transcription, capping of &' end

1st 1st 2nd 2nd 3rd
exon intron exon intron exon

PnANA

® =]
s S
5 I , 8
é End cut, poly A tail added §
g :
3 z
c 1st 3rd Stop
exon codon
hnRNA [ [ |
S I 2nd intron
- 1stintron
st 2nd 3rd Stop
exon exon exon codon
Mature mRNA I IAUGI‘_I_ I Protein Coding region -bI I ;

Nuclear pore

) f! C
Stop codon

[Jas] [ | [ I}

Okaryotlarda transkripsiyonu gosteren basit bir sema

hnRNA = ‘heterojentz nukleer’” RNA kesilerek mRNA'ya donistiriilmesi



CENTRAL DOGMA ve GEN KLONLAMA

amx«dlli>»
kromozom

; promoter “intron
DNA e} 3’

~
~
~
~
~
~
~
- ~
- ~
- ~
- ~
- ~
- . . e - . -

Transle Transle gen
edilmemis edilmemis
bolge (UTR) kodlanan bolge bolge (UTR)
RNA 5’ ,
AAAAAAA 3

‘ mRNA
PROTEIN - » FONKSIYON




cDNA I

* Bakteriler intronlarla ugrasamaz, bu nedenle,
bir irinun (orn. insulin) bakteriler tarafindan
ekspresyonu s6z konusu oldugunda tam bir
(bolinmemis) kodlayici sekansa ihtiyac
bulunmaktadir.

* Bunun yaninda, intronlar bir 6karyotik genin
yaklasik %690'nini olusturabildiginden uzun
fragmentlerin klonlanmasi glic olmakta ve
bazi zamanlar sadece kodlanabilen (eksprese
edilebilir) sekanslarla (ekzonlar) calismak
tercih edilmektedir



cDNA 111

* Bunu gerceklestirmek icin, mMRNA sablon
olarak kullanilarak 6zel DNA sentezi
gerceklestirilir. Bu islem ayni zamanda bir

primer ve de reverz transkriptaz (mRNA'dan

bir DNA iplikcigi sentezleyen bir DNA
bolimeraz enzimi) olarak adlandirilan bir
enzim gerektirmektedir.

* |ste bu komplementer DNA ¢cDNA olarak
adlandirilir.

 ¢cDNA plazmid qibi bir vektore aktarilarak
bakteri hlicrelerine sokulabilir.




Dikkat Edilmesi Gerekenler

* Gen klonlamasinda kullanilan plazmidler
belirli antibiyotiklere karsi direng geni
tasimaktadir - Orn. Ampisilin veya
Tetrasisklin. 1ste bu genler transjenik bir
organizmanin olusturulmasinda
kullanildiginda direng genleri
aktarilabilmektedir. Iste bu direncin diger
organizmalar tarafindan alinabilecedgi
dolayisiyla antibiyotik direncine iliskin
sorunlarin ortaya cikmasina yonelik kaygilar
bulunmaktadir.



Endiseler!!!

Bazl kultlr ve bireylerde transgenezis yani
<lonlama ya da genetik degisim konseptinin
<abulline karsi duyarlilik ve tartisma s6z
conusudur

Bazl klonlanmis genler genetigi degistirilmis
gida maddelerinin muhendisliginde
<ullanilmakta bu da kamuoyunu gida guvenligi
<onusunda endiselendirebilmektedir

llgi duyulan genlere yonelik patent alimi s6z
<onusu olmakta, bu da, arastirma ve teshis
calismalarinin maliyetini artirabilmektedir




