HAFTA IV-V

KLONLAMA



Klonlama

e Rekombinant DNA terimi, dogal olarak bir arada
bulunmasi mimkin olmayan DNA molekullerinin
kombinasyonunu ifade eder.

« Rekombinant DNA teknolojisi, bir genomdaki binlerce
gen arasindan tek bir genin ayristirilmasini,
tanimlanmasini ve bu genin klonlanmis DNA molekili
olarak buyluk miktarlarda lretiimesini mimkun
kilmaktadir.

e Bu teknoloji, bir genin potansiyel olarak sinirsiz
miktarda Uretilmesi icin gucli bir aractir.



Klonlama

* Gen klonlama : Bir genin bircok
kopyasinin olusturulmasini ve
izolasyonunu ifade eder.




Klonlama

* Genleri dogrudan calisabilmek icin, gen boyutundaki
DNA parcalarinin ¢cok sayida kopyasinin elde edildigi
yontemlerin gelistirilmesi gerekir.

* Bu islemi gerceklestirmek icin “Restriktiyon
Endonukleaz” veya “Restriktiyon Enzimleri ” kullanilir.

Kesim yapilacak DNA bélgesi
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Klonlama

Ik gelistirilen klonlama yontemi hiicre-tabanli klonlama olarak
bilinir ve klonlanmis DNA yaratmak icin cok yaygin olarak kullanilir.

En yaygin kullanilan prokaryotik konak, K12 olarak bilinen E.coli’nin
bir laboratuar susudur.

Klonlamanin temel basamaklari su sekildedir:

Klonlanacak DNA, doku ya da htcrelerden izole edilir.

Restriksiyon enzimleri kullanilarak 6zgll DNA parcalari elde edilir.
Bu enzimler, DNA'yi 6zgll dizilerinden tanir ve keser.

Olusturulan bu DNA parcalari vektoradi verilen DNA molekulleriyle
birlestirilir.

Rekombinant DNA molekdlu, bir konak hiicreye aktarilir. Konakta
molekul kendini esler ve dizinelerce kopyasi olusur



Klonlama
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Klonlama

Klonlanmis DNA

* Konak hicrelerden izole edilip incelenebilir,
* Transkripsiyona ugratilabilir,

* mRNA’sitranslasyona sokulabilir ve

 Kodlanan gen Grlinu izole edilerek arastirma
icin ya da ticari amaclarla satiimak icin
kullanilabilir.

Klonlanan genlerin potansiyel kullanimi 2 genel

kategoride toplanir
* Protein UrinU elde etmek
* Genin ¢ok sayida kopyasini hazirlamak
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Klonlama

* Kopyalanacak DNA parcalari konak hicresine
dogrudan giremezler. Ancak, restriksiyon enzimiyle
kesilmis bir DNA parcasi “vektor” adi verilen baska
bir DNA molekdilu ile birlesirse konak hicreye

girebilir.




Vektorler

* Vektorler, kendilerine takilan DNA parcasini nakleden
ve replike eden tasiyici DNA molekdulleridir.

Bir DNA molekulinun vektor olarak kullanilabilmesi icin;

* Kendini ve tasidigi herhangi bir DNA parcasini bagimsiz
olarak replike edebilmelidir.

* Klonlanacak DNA parcasinin insersiyonuna olanak
taniyan bircok tanima dizisi icermelidir.

e Vektorde secicilik saglayan “marker genler”
bulunmalidir. Bunlar, vektor tasiyan ve tasimayan
konak hucreleri ayirmak icin gereklidir.

e Vektor ve vektorun tasidigi DNA parcasi konaktan
kolaylikla ayristirilabilmelidir.




Vektorler

e Konak 6zgullugu,

* Tasidiklari parcanin buyuklugu,
* Kopya sayilari,

* Tanima dizilerinin sayilari,

* Marker genlerinin tipi ve sayilari

gibi birtakim 6zellikleri acisindan bircok farkl
klonlama vektoria vardir.



Vektorler

Baslica Vektorler

— Plasmidler

— Bakteriyofajlar

— Cosmidler

— Bakteri Yapay Kromozomlari (BAC)
— Maya Yapay Kromozomlari (YAC)

— Memeli Yapay Kromozomlari (MAC)
— Insan Yapay Kromozomlari (HAC)

— |fade Vektorleri



Vektorler

Plasmidler

* Plasmid, cogu bakteri tirunde
dogal olarak bulunan, bagimsiz
olarak replike olabilen,
bakterinin kendi kromozomu
disindaki cift zincirli halkasal
veya suUper sarmalli DNA
molekulleridir.




Plazmidler

» Plasmidler
— ktcuk molekullerdir;

— bakteriyel kromozomun %20'si ile %4'G arasinda
ouyukliklerde oldugu goralur.

— Plasmidlerin buyukligid 1-400kb’s kadar
degisebilir.

Bacternal DNA Plasmids




Plasmid Tipleri

 Fertilite (F) Plasmidleri

* Direnc (R) Plasmidleri:
— konakciyi antibiyotiklere karsi direncli kilar.

— Bu tip plasmidler, transfer edilerek baska
hicrelerin de direnc¢ kazanmasina yol acabilirler.

— Ampsilin(amp), Kloramfenikol(Cam), Streptomisin
(Str), Kanamisin(Kan) ve Sulfonamid(sul) gibi
direnc genleri vardir.



Plasmid Tipleri

e Kolisinojenik (Col) Plasmidler: Colplasmidleri,
"kolisin" denilen bir grup proteinin
sentezinden sorumlu genleri icerirler.
Kolisinler, ayni tip Colplasmidini tasimayan
bakterileri dldurme 6zelligindedirler.

 Ent Plasmidler (E. Coli) ; zararsiz bakterilere

girerek onlari patojen hale getirirler ve
diareyesebep olan enterotoksinlerin sentezini

saglarlar.



Plasmid Tipleri

* Hly Plasmidi (hemoliz yapan plasmit) ; domuzdan izole
edilen E.coli’lerde bulunmustur. Patojeniteye sahip
degildirler.

* Degredasyon Plasmidleri ; Pseudomonas turu
bakterilerdir. Ozellikle, toluen, oktan gibi organik,
zehirli karbonlari kullanabilirler.

* Toksik metal iyonlarina karsi diren¢ saglayan
plasmidler ;



