Biyoteknoloji

2 GEN KLONLAMA

Molekiiler klonlama rekombinant DNA teknolojisinin temel islemlerinden biridir. Gen
klonlamada hedet bir gen veya genleri tasiyan bir DNA bdlgesini genom iginden ayirip daha
kiigiik ve c¢ogaltilabilir molekiiller halinde elde etmektir. Prokaryotlar diislintildiigiinde
megabaz (mbg), Okaryotlar dustiniildiigiinde binlerce megabaz biiyiikliigiindeki genomik
DNA i¢inde ve binlerce gen arasinda tek bir genin manipulasyonu hemen hemen imkansizdir.
Bu durumda ideal olan hedef gen bélgesini genomdan ayirarak sadece o gen bolgesiyle
calismaktir. Bunun i¢in de ilgili gen bolgesinin klonlanmasi gerekir.

Bir hedef DNA molekiiliinii otonom olarak replike olabilen daha kiigiik molekiiller
halinde klonlayabilmek i¢in bazi temel gereklilikler vardir. Bunlardan en belirgin olanlari
restriksiyon endoniikleazlar, T4 DNA ligaz, dana bagirsak alkalen fosfataz enzimleri, vektor

DNA’s1, konak sistemi ve DNA transfer yontemleridir.

2.1 Gen Klonlama igin Temel Gereklilikler

2.1.1 Restriksiyon endoniikleazlar

Restriksiyon endoniikleazlar DNA molekiillerini 5° u¢larinda fosfat ve 3 uglarinda OH grubu
kalacak sekilde i¢ kisimlardan kesen bir enzim grubudur. Bu enzimler yardimiyla her tiirlii
DNA molekiilii kesilip kiiclik fragmentlere ayrilir veya halkasal formdan dogrusal forma
doniistiiriiliir. Restriksiyon endoniikleazlar ti¢ tiptir: tip I, tip II ve tip III. Her {i¢ tip enzim de
DNA molekiiliinii belli bir bolgeden tanir ve baglanirlar. Bu bolgeye tamima bélgesi veya
tamima dizisi denir. Bu giin i¢in bilinen yiizlerce retriksiyon endoniikleazin her birinin 6zgiil
birer tanima dizisi vardir. Ilgili tamma dizisini bulunduran DNA molekiilleri bu enzim
tarafindan kesilir. Tip I enzimleri tanima bolgesine baglanir ve DNA’y1 tanima bolgesinin
disindan rasgele bir bolgeden keser. Tip I enzimlerinin DNA’y1 nereden kestigi bilinemez. Bu
nedenle rekombinant DNA islemlerinde kullanilamazlar. Tip III restriksiyon endoniikleazlar
ters yonde yerlesik iki adet tanima dizisinden DNA’y1 tanirlar ve baglanirlar; sonra tanima
dizisinin 25-27 bg asagisindan DNA’y1 keserler.

Restriksiyon endoniikleaz tip II enzimleri, DNA’ya tanima dizilerinden baglanirlar ve
bu dizi i¢inde daima belli bir noktadan keserler. Dolayisiyla tip II restriksiyon enzimlerinin,

eger bir DNA’y1 kesiyorlarsa kestikleri bolge daima aynidir ve olusan fragmentlerin ug
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kisimlarinin niikleotit (baz) dizileri bilinir. Bu nedenle restriksiyon endoniikleaz tip II

enzimleri rekombinant DNA islemlerinde kullanilir ve cogu zaman “tip I’ ifadesi atlanir.

Restriksiyon endoniikleazlar (tip II!) kesis tarzina gére DNA fragmentlerinin ug

kisminda tek zincirli bir bolge kalmasina neden olabilir. Bu uglara yapiskan uglar denir. Eger

uclarda tek zincirli bélge olusmuyorsa bu tip uglara da kor u¢lar denir. Bu enzimler birbirinin

aynist olan iki alt birimden meydana gelmistir. Alt birimlerden biri DNA zincirinin birini,

diger alt birim de diger zinciri keser. Enzimin alt birimlerinin kesme noktalarinin konumu

uclarin yapiskan veya kor uglu olmasini saglar (Sekil 2.1).
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Sekil 2.1: Restriksiyon endoniikleaz tip II enzimlerinin tanima dizileri ve kesme noktalarinin

pozisyonlart ile u¢ 6zelliklerinin olugumu.

Uglarin yapigskanliginin gerekgesi ayni enzimle olusturulmus (kesilmis) olan farkli

fragmentlerin u¢ kisimlarinin niikleotit dizilerinin birbirinin komplementeri olmasidir. Bu

fragmentler komplemeter bolgeden hidrojen baglariyla zayif bir sekilde de olsa birbirine

tutturulur. Bu olay yapiskanlik olarak algilanmaktadir.

2.1.2 T4 DNAligaz

Bu enzim iki DNA molekiiliinii 5° fosfat ve 3’-OH ugclar1 arasinda bir fosfodiester bagi

olusturarak birbirine baglar. DNA fragmentlerinin vektér DNA’sina baglanmasinda kullanilir.

(Sekil 2.2a)
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2.1.3 Dana bagirsak alkalen fosfataz (CIAP)

Vektor molekiillerinin yeniden kendi uglariyla baglanmasini engellemek i¢in kullanilir. 5°
fosfat gruplarint koparip yerine OH grubunun kalmasini saglar. Bu durumda vektor
DNA’simin biitiin u¢larit OH oldugundan T4 DNA ligaz bu uglar1 birbirine baglayamaz.

Dolayisiyla baglanma vektor ile genom parcalari arasinda olacaktir. (Sekil 2.2b)
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Sekil 2.2: a) DNA ligazin iki DNA fragmentini birlestirmesi. b) CIAP uygulanmis bir DNA

N

molekiiliiniin uglari.

2.1.4 Vektor

Genomdan elde edilen kiigiik DNA pargalart kendi replikasyonlarini ger¢eklestiremezler. Bu
molekiiller daha kii¢iik replikasyon birimlerine baglanarak, bu birimlerin bir pargasi olarak
izole edilirler. Hedef DNA yi tasimak iizere kullamilan kiigiik replikasyon birimlerine vektor
denir. Vektor DNA’s1 genellikle halkasal molekiiller olup dogal plazmit, viriis veya bunlarin
hibritlerinin manipule edilmis tiirevleridirler. 10 kb’1n altinda genellikle 5 kb’dan kii¢ciik DNA
molekiilleridirler. Vektorler her seyden once bir replikasyon orijinine sahiptirler. Ayrica
bulunduklar: hiicrede varliklarini belli edecek bazi genetik isaretleyiciler tasirlar. S6zgelimi
bir veya daha fazla antibiyotik diren¢ geni veya laktoz metabolizmasi genlerinden birini
kodlayan bir lacZ’ geni gibi. Ayrica hedef DNA’nin baglanmasi i¢in kullanilacak bir veya
daha fazla restriksiyon endoniikleaz tanima dizisine sahiptirler. Bu tanima dizilerinin
konumu da 6nemli olmaktadir. Vektorlerin diger bir 6zelligi, kopya sayisidir. Tek bir kopya
olarak girdikleri tek bir konak hiicrede sayilarin1 ylizlerce kopyaya cikarirlar. Dolayisiyla
kendileriyle beraber tasidiklart hedef DNA molekiliinii de cogaltirlar. Yaygin kullanilan
vektorlere pUC19 ve pBR322 6rnek verilebilir (Sekil 2.3). Bu tip vektorler nispeten kiigiik
DNA fragmentlerini kabul ederler. Ozellikle genom arastirmalarinda daha biiyiik (100 kb-
2000 kb gibi) DNA molekiillerini kabul eden vektérler de vardir. Bunlar organizmalarin
yapay kromozomlari olarak manipule edilmislerdir (BAC, YAC gibi).
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Sekil 2.3: pUC19 ve pBR322 klonlama vektdrlerinin fiziksel haritasi.

2.1.5 Konak sistemleri

Hedef DNA ile baglanmis durumdaki bir vektdor molekiiliine rekombinant vektor denir.
Rekombinant vektor replike edilerek ¢ogaltilmasi gerekir. Bunun i¢in canli hiicrelere ihtiyag
vardir. Bu hiicreler genellikle prokaryotik hiicreler olup, genellikle E. coli suslaridirlar.
Rekombinant DNA molekiillerinin replikasyonunun yapildigi bu hiicreler konak hiicre
olarak adlandirilir. Her vektoriin replike olabildigi belli bir konak hiicre vardir. Bir konak
hiicre kolay tiretilebilmeli, ¢ok sayida vektorii kabul edebilmeli yani onlarin replikasyonunu

gergeklestirebilmelidir.

2.1.6 DNA transfer yontemleri

Rekombinant DNA in vitro’da elde edilir. Bu DNA’nin ¢ogaltilmasi (replikasyonu) igin
konak hiicre icine transfer edilmesi gerekir. Normalde hiicreler yabanci DNA’y1 kolayca
kabul etmezler. Dolayisiyla konak hiicreye DNA transferi i¢in baz1 yontemler gereklidir.
Klonlama islemlerinde E. coli hiicrelerine DNA nakli i¢in en yaygin olarak kullanilan iki
yontem, transformasyon ve elektroporasyondur. Transformasyonda konak hiicrelere 6zel
islemler uygulanarak (sozgelimi 4°C’de CaCl, uygulamasi gibi) hiicreler DNA’y1 kabul
edebilir hale getirilir (alict hiicre), sonra DNA ile karigtirilir. Bir sicaklik sokundan sonra
DNA hiicre igine girer. Elektroporasyonda hiicreler kontrollii olarak elektrik alana maruz
birakilarak zar organizasyonunun az miktarda bozulmasi saglanir. Bu sirada ortamdaki DNA
hiicreye girer. Bu yontemlerin disinda konjugasyon, 6zellikle dkaryotik konak hiicreler i¢in
virlis aracilifi ile transfer, biyolistik (molekiil tabancalari) ve mikroenjeksiyon yontemleri

gibi DNA nakil yontemleri de vardir.
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2.2 Klonlama islemleri

Genomik bir DNA bolgesinin klonlanmasi, hedef geni tagiyan DNA bdolgesinin bir vektore
baglanarak konak hiicreye nakledildikten sonra dogru rekombinant vektoriin belirlenmesi

islemlerini igerir (Sekil 2.4)
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Sekil 2.4: Molekiiler klonlama islemlerinin 6zet semasi

2.2.1 Gen kiitiiphanesinin olusturulmasi

1. Belli bir geni klonlanmak istenen organizmanin genomik DNA’s1 saflandirilir ve uygun
bir restriksiyon endoniikleazla kesilir. Artik genom daha kiiclik, farkli biiyiikliikte
ylizlerce DNA fragmentleri haline gelmistir.Bu parcalarin normalde 10 kb’dan kiiciik
olmalar istenir. Ozel durumlar hari¢ tutulursa bu parcalardan sadece biri hedef geni tasr,
fakat bunun hangi fragment oldugunu belirleyip digerlerinden ayirmak bu asamada olasi

degildir.
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2. Secilecek uygun bir vektor genomik DNA’nin kesildigi restriksiyon enzimi ile kesilir ve
vektoriin kendi tizerine tekrar halkalanmasini engellemek i¢in dana bagirsak alkalen
fosfataz enzimi ile 5 fosfat gruplar1 koparilir.

3. Sonra genomik DNA fragmentleri ve kesilmis vektor karistirilir, T4 DNA ligaz eklenerek
vektor ile genomik DNA parcalarinin birbirine baglanmasi saglanir. Bu olay ligasyon
olarak adlandirilir. Ligasyon sirasinda yeterli miktarda vektor ve genomik DNA
fragmentleri saglanirsa, rasgelelik esasina gore genomun tamaminin, pargalar halinde
farkli vektor molekiillerine baglanmasi gerceklesecektir. Sonugta, biitiin genoma ait bilgi
test tiipt i¢indeki rekombinant vektorlere baglanmis durumdadir. Bu asamadan sonra her
bir rekombinant vektoriin ¢ogaltilmasi gerekir. Yani her bir bireysel rekombinant vektor
bir konak hiicreye nakledilmelidir.

4. Rekombinant vektor karisimi, alici hale getirilmis konak hiicrelere veya elektroporasyon
uygulanacak konak hiicrelere karistirilir. Her bir konak hiicre biiyiik olasilikla tek bir
rekombinant vektorii kabul eder. Dolayisiyla her hiicre, yapisinda genomun bir pargasinin
baglt bulundugu tek bir rekombinant vektorii tasir. Bu asamada, rekombinant vektor
tastyan her bir hiicre bir klon olarak kabul edilebilir.

5. Transformasyon sonrasinda hiicreler vektor tarafindan direng fonksiyonu kodlanan
antibiyotigi iceren besiyerinde dretilir. Transformasyon sirasinda milyarlarca hiicre
arasindan az sayida hiicre (ylizlerce veya birka¢ bin) rekombinant vektorii kabul edecektir.
Dolayisiyla antibiyotik i¢eren kati besiyerinin yilizeyinde de vektoriin sagladigi direncin
avantajin1  kullanarak rekombinant vektorii tasiyan hiicreler geliserek koloni
olusturabilecektir. Her koloni tek bir hiicreden koken aldig1 i¢in bir koloniyi olusturan her
hiicre ayni tip rekombinant vektor tagir. Bu nedenle her koloni bir klon olarak adlandirilir.
Yani bir koloninin biitiin tiyeleri birbirlerinin klonlaridirlar, genetik yapilar1 aynidir. Elde
edilen bu klonlarin tamamina gen kiitiiphanesi denir ve optimum sartlarda belli bir geni

klonlanmak istenen organizmanin genomundaki genetik bilginin tamamini tasir.

2.2.2 Gen kiitiiphanesinden dogru klonun se¢ilmesi

Gen kiitliphanelerinden hangi klonun hedef gen bélgesini tasidigi bilinmez. Yiizlerce klondan
(koloni!) biri veya bir ka¢1 dogru klon olabilir. Sonugta biitiin koloniler ayni tip antibiyotik
direncine sahip olduklarindan bir ayrim yapmak imkansizdir. Bu nedenle dogru klonun
secilebilmesi i¢in ek yontemlere ihtiya¢ vardir. Dogru klonun seg¢ilmesinde baslica iki yontem

uygulanir: DNA hibridizasyonu ve genetik komplementasyon.
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DNA hibridizasyonunda, hedef DNA molekiilii ile belli oranda homolojiye sahip olan
DNA molekiilleri kullanilir. Hedef DN A’ya homolog olan bu molekiil radyoaktif olarak veya
diger yontemlerle isaretlenerek goriintiilenebilir hale getirilir. Isaretlenerek goriintiilenebilir
hale getirilmis bu tip molekiillere prob denir. Bir prob DNA, tam veya belli oranda
homolojiye sahip bir DNA karisiminda bir denaturasyon-renaturasyon dongiisiinden sonra
diger molekiille hibritlesebilir. Hibrit durumdaki prob takip edilebildigi i¢in bilinmeyen
DNA’nin proba benzer olduguna kara verilir.

Klonlamak istedigimiz gen akraba bir organizmadan daha 6nce klonlanmigsa o
organizmanin ilgili gen bdolgesi prob olarak kullanilabilir. Boyle bir proba sahipsek gen
kiittiphanesini olusturan klonlar tek tek veya toplu olarak probla karistirilarak hangi klonun
hibritlestigini belirleyebiliriz. Probla hibritlesen klon hedef geni tasiyan klon olarak belirlenir
ve daha ileri analizler i¢in kullanilir.

Eger prob mevcut degilse, uygulanacak tek yontem genetik komplementasyondur.
Klonlanacak gen bakimindan mutant olan bir sus mevcutsa, bu susa yabani tip bir gen
saglandiginda susun fenotipi yabani tipe doniisecektir. Bu olay genetik komplementasyon
olarak adlandirilir. Mutant hiicreye her bir klondan izole edilmis rekombinant vektor
eklenerek yabani tip fenotipin kazanilip kazanilmadigina bakilir. Mutant susa yabani tip

fenotipi saglayan klon dogru klon olarak alinir ve daha ileri analizlere tabi tutulur.

2.3 Klonlama Sirasinda Dikkat Edilecek Hususlar

1. Restriksiyon endoniikleaz secimi: Genomik DNA ve vektorli kesmek i¢in kullanilan
restriksiyon endoniikleazlar yapiskan uglar tiretmelidir. Bu ligasyonu kolaylastiracaktir.
Restriksiyon enzimi tanima bolgelerinin konumu (direng geni veya lacZ' geni iginde
olmasi) rekombinant ve yabani tip vektorlerin se¢imini kolaylastiracaktir. Secilen enzim
genomik DNA'y1 10 kb'in altinda fragmentler haline getirmelidir.

2. Vektor secimi: Vektor kullanilacak konaga uyumlu olmali, yani ilgili konak iginde
replikasyon ve ekspresyon yapabiliyor olmali. Ayrica birden fazla se¢ilebilir isaretleyici
karakteri kodlayan gen bolgelerine ve yeterli sayida restriksiyon enzimi tanima bolgesine
sahip olmalidir. pBR322, iki antibiyotik diren¢ geni ve birkag¢ kullanilabilir restriksiyon
endoniikleaz tanima bolgesine sahipken pUC19 bir antibiyotik diren¢ geni, bir lacZ' geni
ve ¢ok sayida restriksiyon enzimi tanima boélgesine sahiptir.

3. Prob se¢imi: Prob ile hedef DNA arasindaki homoloji ne kadar fazla ise hibritlesme orani

da o kadar yiiksektir. Dolayisiyla bir prob secerken miimkiin olan en yakin bir akraba
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organizmaya ait gen bdlgesi tercih edilmelidir. Bu organizma ayni tiiriin diger bir susuna,
bu mimkiin degilse akraba bir tiir veya cinse ait olabilir. Eger klonlanmak istenen gen
akraba organizmalardan da klonlanmamigsa bu durumda uzak akraba organizmalarin ilgili
genleri karsilastirilarak sentetik bir DNA sentezlenip bu DNA prob olarak kullanilir.

. Klonlanacak genin konaga etkisi: Klonlanan genler genellikle konak olarak kullanilan
organizma diginda diger bir organizmanin genidir. Bu yabanci genlerin iirtinleri konak i¢in
zararli olmamalidir. Eger klonlanan genin {iriinii konak i¢in zehirli ise bu genin o konak
icinde klonlanmasi mumkiin degildir.

Genetik olarak manipule edilmis organizmalarin kontrolii: Genetik miihendisligi
yoluyla gerek plazmit yapisinda ve gerekse genomik DNA'sinda manipulasyon yapilmis
klonlar (bakteriler veya diger organizmalar) dogal denge i¢in daima bir tehlike arz ederler.
Bu bakimdan her ne sekilde olursa olsun gelisebilir formdaki bu tip organizmalarin
dogaya birakilmasi kesinlikle Onlenmelidir. Bu tip organizmalar ancak kontrollii
laboratuvar sartlarinda tretilebilir. Dogaya birakilacak organizmalar icin 6zel ve yasal

giivenlik testlerinin tamamlanmasi gerekir.
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