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.



Plasmid Vektorlerde Bazi Onemli
Teknik Kavramlar

* Replikasyon Orijini (ori) ; Halkasal DNA’ya sahip
organizmada replikasyonun basladigi nokta.

e Antibiyotik direnc genleri (marker gen)

* Restriksiyon enzimlerinin tanima dizilerini
iceren bir "polylinker bolge"



Plasmid Vektor Haritasi
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Plasmid Vektorlerde Poly-Linker Bolge

* Yan vyana, farkli restriksiyon enzimlerinin
kesim yerlerinin bir arada bulundugu bolgedir.
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Bakteriyofaj Vektorler

* Bu yontem virdslerin enfekte etme
yveteneklerine dayanilarak uygulanir.




Bakteriyofaj Vektorler

* Bir virts okaryotik veya
prokaryotik bir canli hicre
icerisine girebilir veya
kalitsal materyalini enjekte
ederek kendini
cogalttirabilir.

* Bir kromozomal gen, viral
genom icerisine sokulursa,
gen virtis DNA’si ile birlikte
replikasyona ugrar ve
cogalir.




Bakteriyofaj Vektorler

or: A Faj Vektorl

 Lambdafajinin genlerinin hepsi tanimlanmis, tim genomunun haritasi
cikarilmis ve nukleotit dizisi belirlenmistir.

* Afajinin genetik olarak degistirilmis suslari
vektor olarak kullanilir.

* Vektor olarak kullanilmasi icin, lambda kromozomunun ortasinda yer alan
genomun ucte birlik kismi, yabanci bir DNA ile degistirilir.

* Faj vektorler yaklasik 20kb blyukligliindeki DNA pargalarini tasiyabilirler.

e Bu vektoru kullanarak DNA klonlamasi yapmak icin once fajDNA’si
ayristirthr.

* EcoR1 ile kesilerek, sol kol, sag kol ve vazgecilebilir orta b6lim olmak
Uzere 3 kromozomal parca olusturulur.

e Sol ve sag kollar izole edilir ve EcoR1 ile kesilmis DNA ile karistirilir.
* Parcalarin DNA ligaz ile birlestiriimesiyle rekombinant vektorler olusur.



Bakteriyofaj Vektorler
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OKARYOTIK GENIN BAKTERIYEL PLASMID ICINDE
KLONLANMASI

» Vektor ve gen-kaynagi DNA'nin izolasyonu
»> DNA’nin vektore takilmasi

» Klonlama vektorinutn hicrelere aktarilmasi
» Hucrelerin klonlanmasi

> Istenen geni tasiyan huicre klonlarinin ayrimi



KULLANILAN KONAK HUCRELER

e Bitki Hlcreleri
* Hayvan Hucreleri
 Maya Hucreleri
cevrelerinden DNA molekdllerini iclerine alabilirler.

* Eger vektor bir plasmid ise; DNA aktarimi
transformasyon

* Eger vektor bir virus ise transfeksiyon

terimleri bir konaga DNA aktarimini tanimlar.




Klonlama

* Klonlamanin asamalari
* DNA’niIn restriksiyon enzimi ile fragmentasyonu
 DNA fragmentlerinin vektore ligasyonu
* Transformasyon

 Rekombinantlarin seleksiyonu ve gorintilenmesi

* Ligasyon sonrasinda tim elde edilen tim
vektorler insert icermeyebilir.
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Mavi-Beyaz Tarama

* Transformasyon sonrasi PCR teknigiyle uygun
kombinasyonda insert iceren hucrelerin

seleksiyonu yapilir ve gortuntulenir.
e Seleksiyon markirlari

— Antibiyotik direnci

— Lethal gen

— Genetik tarama
* Mavi beyaz gorintileme
* Yesil Florosan Proteini (GFP)



Mavi-Beyaz Tarama

 Mavi beyaz tarama teknigiyle
ilgili genin vektor icine dogru
oryantasyonda ligasyonunu

gorintilemeye izin veren en N\ B

yaygin metoddur.

e Bu teknik Lacz, B-
galaktosidaz mekanizmasini
kullanir. Multiple klonlama

bolgesine inserte edilmis m—
DNA LacZ’i inaktive eder.
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Beyaz Tarama

Mavi




Mavi-Beyaz Tarama

* |yi karakterize edilmis bakteriyel lac operonu lacZ
genini icerir. lacZ geni B-galaktosidaz enzimini
kodlar. Lac operon ekspresyonu laktoz tarafindan
induklenir. Laktoz analogu olan IPTG tarafindan
da induklenir. IPTG lac operon represorine
baglanarak represori inaktive eder ve lac geni
eksprese olur.

* Lac eksprese oldugunda B-galaktosidaz enzimi x-
gal’1 galaktoza parcalar ve c6zlinmeyen bir mavi
renk ortaya cikar.



