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Gen klonlamasi nedir?

* Yunancada - klon, ikiz anlamina gelmektedir

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

* Bir bireyin asekstiel olarak dretilmis bilesimi; bir makromolekdiliin (DNA ya da
bir antikor) tamami ya da bir kisminin kopyasini iceren bir grup

* Ebeveyninin tek bir somatik hiicresinden olusturulan ve genetik olarak
ebeveynine benzer olan birey (s6zliik)



Klonlama kullanilan Enzimler

* DNA sentezleyen enzimler
* DNA polimeraz |
* T4 DNA polimeraz
* Terminal transferase
* Reverse transkriptase

* DNA sekanslarini birlestiren enzimler
* E. coliDNAligase
* T4 DNA ligase



* DNA’nin 5’-ucunu modifiye eden enzimler
* Alkalin fosfataz
* T4 polinukleotid kinase

* DNA’y1 ayristiran enzimler
* Nuklease S1
* Ekzonukleaz Il
* Restriksiyon endonukleazlar:
a) Yapiskan ug olusturanlar
b) Kut ug olusturanlar
c) lIzosizomerler
d) Degisik tanima yapanlar



Restriksiyon Enzimleri

* DNA molekullerini spesifik bolgelerden kesen bakteriyel proteinler
(endoniikleazlar).

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

* Restriksiyon fragmenti: Bir ya da daha fazla RE ile kesim sonucu
daha biyiik bir DNA parcasindan (orn. genomik DNA) ayrilan daha
Kucuk DNA porsiyonu

* birbirinden farkh ytzlerce RE bulunmaktadir, bunlarin her biri
Kendine Ozel restriksiyon bolgesine sahiptir




Bazi restriksiyon enzimlerinin spesifik kesim bolgeleri

Enzyme Source Organism Recognition Sequence

Hpall Haemophilus parainfluenzae C/CGG
GGC/C

Mbol Moraxella bovis /GATC
GATC/

Ndell Neisseria denitrificans /GATC
GATC/

EcoRl Escherichia coli RY13 G/AATTC
CTTAA/G

EcoRll Escherichia coli RY13 /CCWGG
GGWCC/

EcoRV Escherichia coli J62/pGL74 GAT/ATC
CTA/TAG

BamH| Bacillus amyloliquefaciens G/GATCC
CCTAG/G

Saul Staphylococcus aureus CC/TNAGG
GGANT/CC

Bgll Bacillus globigii GCCNNNN/NGGC
CGGN/NNNNCCG

Notl Nocardia otitidis-caviarum GC/GGCCGC
CGCCGG/CG

Drall Deinococcus radiophilus RG/GNCCY
YCCNG/GR

/, position where enzyme cuts.
N, any base; R, any purine; Y, any pyrimidine; W, Aor T.



Gen Klonlamasr’nin Asamalari

* Gen tasiyan DNA’nin (veya RNA) saf olarak elde edilmesi,

* Genin yerinin belirlenmesi

* Genin ¢ikariimasi

* Tasiyici vektoér DNA’nin elde edilmesi

* Gen DNA’sinin vektor DNA’s1 ile birlestirilmesi

* Olusan rekombinant vektor DNA’nin alici hicreye aktariimasi
* Seleksiyon

* Gen Urdnunin kontrol edilmesi



DNA klonlamasi

* DNA bir organizmadan ekstrakte edildiginde bitlin genleri elde
edilir
* Gen (DNA) klonlamasinda belirli bir gen kopyalanir

DNA Fragment Vector Recombinant DNA



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

* Organizmalarin spesifik amaclarla tekrar tretilmesi Orn. Insulin
uretimi, direncli irklarin olusturulmasi



Klonlama nasil gerceklesir?

1. DNA organik materyalden ekstrakte edilir
2. RE’ler (6rn. EcoRlI, Hindlll, vb.) DNA’yi1 kiiciik parcalara ayirir

3. Ayni enzimle kesilmis farkli DNA parcalari birlestirilebilir ya da
rekombine edilebilir



Dna Klonlamasinda Kullanilan Bilesenler

* Restriksiyon Enzimleri

* Vektorler

* Dna Ligaz Enzimi

* Kompetent Bakteriyel Hicreler
* Antibiyotikler



aroA Defektif Mutant Salmonella Infantis Elde
Edilmesi ve Karakterizasyonu

Inci Basak Kaya
(Tez Calismasi)
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Amag,

* Turkiye’de kanath yetistiriciliklerinde siklikla izole edilen S. Infantis
suslarina karsi asi prototipi gelistirilebilmesine yonelik olarak, aroA
gen bolgesi silinmis rekombinant S. Infantis susu olusturulmasi



Yontem

1. Salmonella Infantis susunun Uretilmesi ve DNA Ekstraksiyonu
2. Hedef Genom Bolgesinin Belirlenmesi ve PCR ile Cogaltilmasi
3. PCR Urlninin Tasiyicl Plazmide Klonlanmasi
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4. pJETaroA Vektorinin Dogrulanmasi (PCR Analizi)
5. pJETaroA Vektoriunden aroA Gen Bolgesinin Kesilmesi



Sall (G/TCGAC)
pJETaroA(-)

Sall (G/TCGAC)



6. pJETaroA(-) Vektoriiniin Dogrulanmasi ve Elde Edilmesi (Jel
Elktroforezi, Jelden ekstraksiyon)
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7. GFP Vektorunun Cogaltilmasi ve Elde Edilmesi

— Kompetan E. coli




GFP Geni Elde
Edilmesi

/ Ecorl (G/AATTC)

Vektor (pGFPuv) GFP
(950 bp)

N Pvull (CAG/CTG)



8. GFP Genine Ait Parcanin Dogrulanmasi ve Elde Edilmesi
9. pJETaroA(-) Vektori Icine GFP Gen Bolgesinin Yerlestirilmesi



T4 DNA ligaz
Ecorl (G/AATTC)

pR&BIRA)GFP
Vektor (pGFPuv)

Pvull (CAG/CTG)



10. pJETaroA(-)GFP Plazmidinin Dogrulanmasi (Transformasyon,
Sekans analizi)

‘ |
u.-;i | a2 \

120 130
GAT AAAT CTGGTCTTATTTCC

T

B,
s PELN,




11. Rekombinant Bakterinin Olusturulmasi

pJETaroA(-)GFP
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Rekombinant Bakterinin Olusturulmasi




Plazmidler

* Bakteri icerisinde bakteriyel genomdan ayri olan, ayri olarak replike
olan, sirkiler cift-iplikcikli DNA molekiil

* Bir DNA klonlama vektoru olarak islev gorecek sekilde dizayn edilir
ve sadece klonlanacak sekanslarr icerir:
* bir bakteriyel replikasyon orijini (ori)
* bir antibiyotik diren¢ geni [6rn. ampicilline direncten sorumlu (amp)]

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

* DNA MCS’ye eklendiginde aktivite kaybeden bir B-galactosidase
geni, yabanci bir genin prokaryotik veya okaryotik hticrelerde
ekspresyonunu saglayan promotorlar icerebilirler.



Dikkat Edilmesi Gerekenler

* Gen klonlamasinda kullanilan plazmidler belirli antibiyotiklere kars|
diren¢ geni tasimaktadir - Orn. Ampisilin veya Tetrasisklin.

* Iste bu genler transjenik bir organizmanin olusturulmasinda
kullanildiginda direnc genleri aktarilabilmektedir. Iste bu direncin
diger organizmalar tarafindan alinabilecegi dolayisiyla antibiyotik
direncine iliskin sorunlarin ortaya cikmasina yonelik kaygilar
bulunmaktadir




Vacanti Faresi

* Vacanti faresi, sirtinda insan kulagina
benzeyen bir sey olan bir laboratuvar
faresini. "Kulak" aslinda inek kikirdak
hiicrelerinin biyolojik olarak parcalanabilen
kulak seklinde bir kaliba ekilmesiyle
bayutulen kulak seklinde bir kikirdak

apisitydi. Kulak faresi, 1995 yilinda
assachusetts Universitesi'nde Charles
Vacanti tarafindan yaratildu.

* Insanlara transplantasyon icin kikirdak
yapilarini imal etme yontemini géstermek
icin olusturulmustur. Emilebilir bir polyester
kumasa sigir kikirdak htcreleri infiltre edildi
ve tuysuiz bir farenin derisinin altina
implante edildi. Daha sonra kikirdak, sinirli
sekil ve boyutta dogal olarak kendi kendine
blyuda.




Dang Hummasi

* Bir Ingiliz biyoteknoloji sirketi olan
Oxitec, ani 0lim icin programlanmis
genetigi degistirilmis sivrisinekler
yaratti.

* Oxitec'ten yapilan agiklamaya gore,
genetigi degistirilmis erkek sivrisineklere
yerlestirilen 6zel bir genin, yeni Greyen
disi sinekleri biyuimeden, larval
evresinde dldurmesi ve bu sineklerin
ndfusunu azaltmasi hedefleniyor.

» Bilim adamlari, genetigi degistirilmi
sivrisineklerinin%)u §e|§lde %gng ;
hummasi yayilmasini kesin olarak
kontrol edebildigine dair kanitlari
oldugunu soylediler



https://tr.euronews.com/2019/01/09/her-yil-bir-milyon-olume-neden-olan-sivrisinekler-icin-dogum-kontrol-yontemi

Timsah Jack

* Jake the Alligator Man, 199_?C?/|I|nda
Florida batakliginda kesfedildi. Esaretten
kactigl, 6ldardldaga bildirildi.

* Bilim adamlarindan bazilari bunun bir
zamanlar insansilar ile insanlar
arasindaki evrimsel boslugu
aciklayacagina inanilan varsayimsal bir
primat oldugunu, bazilariise insanin
uzak bir atasi olaf:)ilecegini sdyltyor.

* Teoriler, bunun yanlis ve cilgina dénen
erken bir gizli genetik muhendislik
projesi oldugunu iddia etti. Jake'in
%ergek kokeni ne olursa olsun, kesinlikle

Ir mutanttir.



https://tureng.com/tr/turkce-ingilizce/bir zamanlar insans%C4%B1lar ile insanlar aras%C4%B1ndaki evrimsel bo%C5%9Flu%C4%9Fu a%C3%A7%C4%B1klayaca%C4%9F%C4%B1na inan%C4%B1lan varsay%C4%B1msal primat

Parlayan baliklar

* GloFish, parlak kirmizi, yesil ve turuncu floresan
rengine sahip, genetigi degistirilmis floresan
zebra baliginin patentli birmarkasidir. GloFish'in
gelistirildigi orijinal zebra balig, i¢ santimetre
uzunlugunda, altin rengi ve koyu mavi cizgileri
vardir. 1999’da, Singapur Ulusal Universitesi'nden
Dr. Zhiyuan Gong ve meslektaslari, yesil flioresan
proteini (GFP) adi verilen ve orijinal olarak bir
denizanasindan elde edilen ve dogal olarak parlak
yesil biyoliminesans treten bir gen lizerinde
calistyorlardi. Geni bir zebra baligi embriyosuna
yerlestirdiler ve zebra baliginin genomuna
entegre olmasini sagladilar, bu da baligin hem
dogal beyaz 1sik hem de ultraviyole 1sik altinda
parlak bir sekilde flioresan olmasina neden oldu.
Amaclari, cevresel toksinlerin varliginda secici
olarak floresan yayarak kirliligi tespit edebilen bir
balik gelistirmekti.

* Evcil hayvan olarak halka agik hale gelen ilk
genetigl degistirilmis hayvandir.




Ruppy (Ruby Puppy)

* Ultraviyole isik altinda kirmizi
parlayan, Gliney Kore'den
klonlanmis bir beagle'dir. Ruppy,
2009 yilinda Guney Kore'de
Byeong-Chun Lee liderligindeki bir
grup bilim insani tarafindan
olusturuldu.

* Kopek, kirmizi flioresan genini
ifade eden bir proteiniile
fibroblast hiicrelerinin viral
transfeksiyonu kullanilarak
klonland..




Kara mayinlarini gosteren bitkiler

* Kopenhag firmasi Aresa
Biodetection tarafindan
gelistirilen bu genetigi
degistirilmis bitkiler, nitrojen
dioksite (gomiill kara
mayinlarindan topraga sizan)
carptiginda, bitkinin rengi
Kirmiziya doner.




Yakit Diskilayan Genetik Olarak Modifiye
Bocekler

* Silikon vadisinde bir
arastirmaci, tarimsal atiklari
yiyen ve dizel yakiti salgilayan
genetigi degistirilmis bocekler
buldu.




Cevreci domuzlar

* Hayvan atiklarinda ytzde 65
daha az fosfor Greten ve bu
nedenle de ¢cevre dostu olan,
sinirl Gretim icin onaylanmius,
genetigi degistirilmis domuzlar.




