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REKOMBINANT DNA TEKNOLOJISI

® 1960’lardan bu yana genetik ve molekiiler biyolojideki kavrayi$imizin hizla artmasi,

biyoteknolojide heyecan verici bulu§lar ve uygulamalara yol agt1.

* DNA yapis1 ve fonksiyonlarinin
bilinmeye baglamasiyla, yeni teknolojiler

geligti.

Gen klonlama e ilgili geni bulma ve ¢ogaltma
Genetik miithendisligi msssssss)  bir organizmanin genetigini degigtirme
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* Genetik mithendisligi yontemleriyle, bilim insanlar1 farkh

kaynaklardan DNA’lar1 bir araya getirebilirler.

* Rekombinant DNA teknolojisi

)Insﬁlin, insan biiylime hormonu

>

Tibbi oneme sahip bir¢ok protein

uretiminde kullanilmaktadir.
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>Restriksiyon Enzimleri ve Plazmid DNA Vektorleri

® Gen klonlama === 1970

® Rekombinant DNA tekniklerinin iki temel bileSeni

R Restriksiyon enzimleri L\:}t
% Plazmidler (plazmid DNA) “*
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>Restriksiyon Enzimleri ve Plazmid DNA Vektorleri

e Restriksivon enzimleri

—> DNA kesen enzimler

¢ Plazmid DNA

——> DNA pargaciklarini tagima ve klonlamada

kullandiklar1 kendi kendine replike olan dairesel
DNA formu
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>Restriksiyon Enzimleri ve Plazmid DNA Vektorleri

Restriksiyon enzimleri DNA molekiiliinii, DNA dizisindeki
niikleotidleri birleStiren fosfodiester bagim ayirarak keser.
Rastgele bir kesim degil

Tum restriksiyon enzimleri DNA’yl ayni yerden kesmez.
Substrat 6zelligi

Restriksiyon enzimlerinin kegfi, bilim insanlarma en basit
ifadeyle gen klonlamaya olanak saglayan makaslarin kesfi
anlamina gelmektedir.

Molecular Scissors

Restriction enzymes are
molecular scissors
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>Restriksiyon Enzimleri ve Plazmid DNA Vektorleri

® Plazmid DNA’lar1 oncelikle bakterilerde

bulunurlar ve bakteriyel kromozomun yani

sira bakteriyel sitoplazmada bulunmalar

onlar1 ekstrakromozomal DNA olarak ele

alinmalarina neden olur.
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Plazmidlerin bagka DNA pargcalarim alan,
tagiyabilen ve cogaltabilen bir DNA pargacig

(vektor) olarak kullanabilecegini ileri stirdd.

\ 4

Iki bakteriyel plazmidi restriksiyon enzimi ile
kesti.

\ 4

Plazmid pargaciklarim DNA ligaz kullanarak
birleStirdi.

¥ .
DNA ligaz

Rekombinant plazmid \
nikleotidlerin fosfodiester bag

oluSumunu katalize eden bir enzim.

Stanley N. Cohen
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>Transformasyon

® DNA’nm bakterilere yerlegtirilmesi

O D

Plasmid E. coli

Kalsiyum klorit Host Cell
Buzda sogut ardindan 1s1t
DNA kariSimina ekle Transformed
l Cell

Plazmidler bakterilere girer
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> Seleksiyon Foreign DNA @

Plasmid

Rekombinant bakterinin doniStirilmemis Recombinant DNA
bakteriden ayirt edilmesi
Introduce in host cells
Antibiyotik seleksiyonu l @ w ‘ ! ‘ w ’
Bu teknikle rekombinant bakteriler farkh -. ’ v Sele&lon of the cells with récombinant DNA

antibivotik iceren agara rekombinant ve

dontustirilmemis bakterileri tammlamak Cloning

= O] (O] (O=| (O]

/
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> Seleksiyon

Ampsilin antibiyotigi iceren agar

® Rekombinant bakteri (+)

® DontsStirtulmemis bakteri (-)

Ploce bacteria on
| anfloictic glote.
Co\omy

U Bodevio wthout o plaswid die.

Eoch bactehum Lty o plasimidl
mokes o w\on\l.

® Rekombinant bakteri =) ampisilin dayaniklihk geni (ampR)
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» Rekombinant DNA teknolojisi laboratuvar teknikleri

Agaroz jel elektrotorezi

DNA dizilemesi

Yeni-Nesil Dizileme (NGS)
Floresan In Situ Hibridizasyon
Southern Blot

Northern Blot Analizi

PCR
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»PCR (Polimeraz Zincir Reaksiyonu)

® Polimeraz zincir reaksiyonu (PCR), in vitro koSullarmmda DNA
dizilerinin ¢o@altilmas: esasina dayanmaktadir.

® PCR teknigi, temelde tic aSamadan oluSmaktadir.
DNA Zincirinin A¢ilmasi (Denaturation)
Primerlerin A¢ilan DNA Zincirlerine Yapi§masi (Annealing)

Primer Uzamasi ( Primer Extesion)
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»PCR (Polimeraz Zincir Reaksiyonu)

®* DNA Zincirinin A¢ilmasi ( Denaturation):

* Kalip DNA (template DNA), 92-95 °C’de 1-2 dakika tutularak ¢ift sarmal
yapidaki DNA iplik¢ikleri birbirlerinden ayrilmaktadir.

‘ﬂM&f QW %«mmmm Step 1 : denaturation’

94 °C
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»PCR (Polimeraz Zincir Reaksiyonu)

® Primerlerin A¢ilan DNA Zincirlerine Yapi§mas1 (Annealing):

* Reaksiyon sicakh@nm, 37-65 °C’ye dusiiriilerek oligoniikleotid primerlerinin agilan
DNA zincirlerinin kendi baz dizilerine kargilik gelen bolgeye yapigmasi iglemidir. Bu
islem, tiretilecek baz uzunluguna bagli olarak 30-60 saniyede gergeklegmektedir

Step 2 : annealing j

54°C
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»PCR (Polimeraz Zincir Reaksiyonu)

® Primerlerin Uzamasi ( Primer Extesion):

* DNA zncirleri ilizerine yapi§an primerlerin DNA polimeraz enzimi (Taq DNA
polymerase) vasitasiyla uzatilmasidir. Taq DNA polymerase 72 °C sicaklikta daha iyi
¢alisti@y i¢in genel olarak tiim ¢ogaltma iSlemleri bu sicaklikta yapilmaktadir.

e Ug basamaktan (denaturation, annealing, primer extension) oluan iglem, bir PCR
devrini temsil eder.

LTI ‘ Step 3 : cxtensmn;
» UL 5

12.°€
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>»PCR (Polimeraz Zincir Reaksiyonu) PCR : Polymerase Chain Reaction

) ) Step | - denaturatig
* PCRTemel BileSenleri ;. )lilu i -

94 °C

Primerler (Oligoniikleotidler)
dNTP

Kalip DNA

Taq DNA Polimeraz

Mg Derigimi

PCR Tamponu




