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Gen Klonlanmasi ve Klonlama Araclari

Ekonomik acidan degeri olan bir Grlintin Uretiminden sorumlu genin, bir vektor araciligiyla bakterilere
aktarilarak cogaltilmasi islemine gen klonlamasi denir.

Klonlanacak olan genin bakteriye aktariminda aracilik yapan plazmit ya da virls, vektor olarak
adlandiriimaktadir.

Daha 6nceki konulardan da hatirlanacagi gibi plazmitler, bazi bakteri tirlerinde hicre DNA’sina ilave olarak
bulunan ve onlara extra 6zellikler kazandiran halkasal DNA pargaciklaridir.

Plazmitlerin ¢ogu antibiyotiklere direncle ilgili genetik bilgi tasisa da, bir plazmit bakteriye daha 6nce besin
olarak kullanamadigi bazi maddeleri metabolize etme imkani saglayacak bilgileri de tasiyor olabilir.

Gen klonlamasi yoluyla bakterilere insan insilini Gretme bilgisi kazandirilabilir. Bunun icin yapilmasi gereken
ilk is vektor olarak kullanilacak plazmit ve insan DNA’sinin saf olarak elde edilmesidir.

Bundan sonra yapilacak is, saf halde elde edilmis insan DNA’si ve plazmit DNA’sinin yapiskan uclar
olusturacak sekilde ayni restriksiyon ( kesme ) enzimleri ile kesilmesidir.



Restriksiyon endonukleazlar denen enzim grubu DNA molekllint belli ntkleotid dizilerinden tanima ve bu
noktalardan kesme yeteneginde olan enzimlerdir.

Restriksiyon enzimleri bakterilerde hticre icine girmis viriis DNA’larini keserek etkisiz hale getirmekle gorevli
enzimlerdir. Bu enzimlerin kesfi rekombinant DNA olusturulmasi ve gen klonlamasi icin gereken makaslari
bilim dinyasina saglamistir.

Burada onemli olan asil nokta plazmit DNA’sI ve insana ait genin alinacagi DNA'nin ayni tip restriksiyon
enzimi ile kesilmesidir.

Ancak bu sekilde iki DNA parcasinda da yapiskan ucglar olusturulabilir ve iki DNA parcasl sorunsuzca
birlestirilebilir.
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Yapilmasi gereken islerden siradaki, rekombinant plazmit DNA’sinin bakteriye aktarilmasidir. Bakteriler
genel olarak cevrelerindeki ciplak DNA parcalarini binyelerine alarak transformasyona ugrayabilirler.

Rekombinat plazmit DNA sinin bakterilere aktarilabilmesi icin bakterilerin bulundugu ortama ylksek
voltajli elektrik akimi verilir ve bu sayede hicre duvarinda acgilan delikler sayesinde gen aktarimi saglanmis
olur. Bahsi gecen yontem elektroporasyon olarak isimlendirilir.

Bundan baska DNA kapli kiiciik mermilerle hiicreye ates edilmesi stireci olan biyolistik ve DNA'nin hicre
icine enjekte edilmesini saglayan mikroenjeksiyon yontemleri de hiicrelere DNA aktariminin alternatif
yollaridir.

Bakteriler uygun besiyerlerinde cogalirken ayni zamanda rekombinant DNA’ya sahip plazmitler de
cogalmakta ve bu ozellige sahip bakteri sayisi gittikce artmaktadir.
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Ancak tim bakteriler bu plazmidi almayabileceginden istenilen geni tasiyan ve tasimayan bakterilerin
birbirinden ayrilmasi gerekmektedir.

Bu ayrimin yapilmasinda plazmidin blinyesinde bulunan antibiyotige karsi diren¢ geni kullaniimaktadir.
Ornegin rekombinant DNA Uretiminde kullanilan plazmit, amphicilin antibiyotigine direnc genini de

uzerinde bulunduruyorsa bakterilerin cogaldigi ortama bu antibiyotik eklenerek plazmiti bulnyesine
almayana bakterilerin 6ldiridlmesi saglanabilir.

Bu uygulamanin sonucunda elimizde sadece istedigimiz geni biinyesine almis olan bakteriler kalir ve ilgili
genin Urunu bu bakteriler tarafindan tretilmeye baslanir.

Bu vyolla, biyime hormonu, insulin, kalp krizi esnasinda olusacak pihtilari ¢dzen proteinler ya da
deterjanlarda kullanilan enzimler bakterilere ekonomik yoldan ve bol miktarda Urettirilebilmektedir.
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