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Gen Klonlama, Plazmit Se¢imi ve Fasciola hepatica
Cathepsin L1 Uygulamalari
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OZET: Gen klonlamasi ¢alismalar1 bugiin ¢ok cesitli amaglar i¢in genetik ve biyolojik arastirmalarda kullanilmaktadir. Bir genin
vektore yerlestirilmesi ve bu vektoriin bakteri hiicrelerine transformasyonu sonucunda hiicrelerin boliinmesi sirasinda vektoriin de
icerdigi genin birgok kopyasini olusturmasi islemine gen klonlamasi adi verilmektedir. Klonlamada; virus ve bakteriler, bakteriofajlar,
plazmitler, nadiren de kozmid ve mayalar vektdr olarak kullanilmaktadir. Plazmitler, bakteri ve diger organizmalarda bulunan, konak
hiicre kromozomundan bagimsiz olarak ¢ogalan kiigiik, yuvarlak yapili kromozom dist DNA’lardir. Gen klonlamasi ¢aligmalarinda
plazmitler kullanildiginda, klasik olarak genler genomik DNA veya mRNA’dan izole edilerek Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR) ile
cogaltilmakta, gen ve genin yerlestirilecegi plazmit bir veya daha fazla enzimle kesilerek in vitro sartlarda genin plazmite yerlestirilmesi
saglanmaktadir. Bugiinlerde arastiricilara bir ¢ok avantaj saglayan plazmit ve klonlama Kkitleri firmalar tarafindan iiretilmektedirler.
Bunlar yardimryla ¢ok kisa siirede ve ¢ok etkin bir sekilde gen klonlamasi yapilabilmektedir. Arastiricilarin biyoteknolojik gelisimi takip
ederek gen klonlamasi ve sonrasindaki ¢alismalar i¢in kullanacaklar1 en uygun plazmiti; plazmitin kullanim 6zellikleri, maliyet ve zaman
gibi faktorlerin yani sira kendi laboratuvar olanaklarini da géz 6niinde bulundurarak se¢melerinin 6nemli oldugunu diisiinmekteyiz.

Anahtar Sozciikler: Gen klonlama, vektor, plazmit, Fasciola hepatica

Gene Cloning, Selection of Plasmids and Application of Fasciola hepatica Cathepsin L1 Gene

SUMMARY: Gene cloning refers to the process by which a fragment of DNA is transferred from one organism to a vector. A vector is
an agent that can carry a DNA fragment into a host cell. Commonly used vectors include plasmids, lambda phage, cosmid and yeast
artificial chromosome (Y AC). Plasmid vectors that have been extensively used in genetic engineering are derived from natural plasmids.
These contain a genetic marker conferring a phenotype that can be selected for or against and a polylinker or multiple cloning site
(MCS), which is a short region containing several commonly used restriction sites allowing the insertion of DNA fragments at this
location easily. There are several plasmids and gene cloning kits available nowadays commercially. These kits contain an advanced positive
selection system for the highest efficiency cloning of PCR products generated with any DNA polymerase. The kits offer cloning efficiencies
of up to 100% positive clones, eliminating the need for tedious colony screening. We consider that researchers should choose the most
suitable plasmids and cloning kits for gene cloning in view of factors such as time consumption, cost and individual laboratory options.
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GIRiS
Giintimiizde gen klonlamas ¢alismalari; gen izolasyonu, gen
bankalarmin olusturulmasi, genlerin giivenlik altina alinarak

proteinlerin agiklatilmasi gibi amaglarla yapilmaktadir (1, 5,
22, 36, 37). Bir genin vektore yerlestirilmesi ve bu vektdriin

onlarin yapi1 ve fonksiyonlar iizerinde arastirmalar yapilmasi,
klonlanan genlerin iizerinde mutasyonlar yapilarak fonksi-
yonel bolgelerin belirlenmesi, DNA dizi analizlerinin kolay-
lastirilmasi, DNA agilarinin olusturulmasi ve rekombinant

Makale tiirii/Article type: Derleme/Review

Gelis tarihi/Submission date: 19 Ocak/19 January 2007
Diizeltme tarihi/Revision date: 05 Ekim/05 October 2007
Kabul tarihi/Accepted date: 05 Ekim/05 October 2007
Yazigsma /Correspoding Author: Salih Kuk

Tel: (+90) (424) 233 35 55 Fax: (+90) (424) 238 80 96
E-mail: salihkuk@hotmail.com

bakteri hiicrelerine transformasyonu sonucunda hiicrelerin
boliinmesi sirasinda vektoriin de igerdigi genin birgok kopya-
sin1 olusturmasi islemine “gen klonlamasi” adi verilmektedir
(5,22, 36).

Klonlamada; virus ve bakteriler, bakteriofajlar, plazmitler,
nadiren de kozmid ve mayalar vektor olarak kullanilmaktadir
(5, 36, 37). Viral vektorler, genlerin hiicrelere aktarilmasi ve
gen ekspresyon ¢aligmalart i¢in viruslarin modifikasyonu ile
olusturulmuslardir. Bu amagla herpes, adeno, retro, vaccinia,
polyoma, baculovirus gibi bir cok DNA ve RNA virusu vektor
olarak kullanilmigtir. Bununla birlikte S. syphimurium, E. coli,
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Bacille Calmette Guerin (BCG) susu gibi bakteriler de
klonlamada denenmektedir (10, 21, 23, 37). Bakteriofajlar;
virus olarak bilinen, bakterileri infekte eden, cogunlukla DNA
nadiren de RNA igeren ve proteinden yapili kapsit ile
cevrilmis basit yapilardir (5, 37). Kozmitler; cos dizisi ile mid
dizisisinin laboratuvar ortaminda birlestirilmesiyle olusturu-
lurken ve 45 kb.’lik DNA’larin klonlanmasina olanak veren
vektorlerdir (5, 37).
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Sekil 1. Gen klonlamasinin temel ilkeleri. Konakgidan elde edilen
DNA ve plazmit ayni restriksiyon enzimleriyle kesilerek, DNA’nin
plazmite yerlestirilmesi saglandiktan sonra olusan rekombinant DNA,
E.coli hiicrelerine transforme edilmektedir.

Klonlama ¢alismalarinda daha yogun olarak kullanilan plaz-
mitler ise, bakteri ve diger organizmalarda bulunan, konak
hiicre kromozomundan bagimsiz olarak ¢ogalan kiigiik,
yuvarlak yapili kromozom dis1t DNA’lardir (5, 31, 36, 37).

Gen klonlamasi ¢alismalarinda plazmitler kullanildiginda,
klasik olarak genler genomik DNA veya mRNA’dan izole
edilerek Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR) ile ¢ogaltilmakta,

gen ve genin yerlestirilecegi plazmit bir veya daha fazla enzim
ile kesilerek in vitro sartlarda genin plazmite yerlestirilmesi
saglanmaktadir (5, 36, 37). Giliniimiiz biyoteknolojisindeki
hizl1 degisiklikler, aragtiricilara farkli 6zellikleri olan plazmit-
ler arasindan amaglarina en uygun olam1 se¢me olanagini
sunmaktadir.

Bu yazida, gen klonlamasi caligmalarinin temel ilkelerinin
belirtilmesinin yani sira bu ¢alismalarda kullanilacak plazmit-
lerin se¢iminde dikkat edilmesi gereken noktalarm son gelig-
melerin 1s181nda tartisilmasi amaglanmustir.

Bu amagla, gen klonlamasi, hedef genin segilmesi, restrik-
siyon enzimleri ve DNA’nin kesilmesi, DNA’nin plazmite
yerlestirilmesi, rekombinant DNA’nin ¢ogaltilmasi, klonlanan
vektoriin - hiicrelerden se¢imi, klonlamanin dogrulanmasi,
plazmitler, gen klonlamada yeni metotlar ve dnemli noktalar
basliklar altinda konu irdelenmistir.

1. Gen klonlamanin temel ilkeleri

Gen klonlamanin temel ilkeleri Sekil 1°de 6zetlenmistir. DNA
igin tastyici rolii oynayan kiiciik ve sirkiiler yapili molekiillere
vektor adi verilmektedir. Klonlamada temel iglem; organizma
genomundan elde edilen DNA pargasinin vektore yerlestiril-
mesidir. Vektor DNA’sma, organizmaya ait bir DNA’nin
yerlestirilmesiyle olusturulan molekiile rekombinant DNA ad1
verilmektedir (31, 37). Bu rekombinant DNA molekiilii bakte-
riyel hiicrelere transforme edilmesi sonucunda bakterilerin
boliinmesiyle rekombinant DNA’da replike olarak klon olarak
3.
Klonlanan DNA’nm varligi, transforme edildigi hiicrelerden

isimlendirilen kopyalar meydana getirilmektedir

saflastirilarak dogrulanmaktadir (31).

2. Hedef genin secilmesi

Klonlama g¢aligmalarinin en 6énemli basamaklarindan biri, hedef
genin secilme asamasidir. Yapisal 6zelligi arastirilacak, DNA ve
protein asis1 ¢aligmalarmda kullanilabilecek bir gen klonlama
calismalarinda hedef olarak segilebilmektedir (8). Ayrica elde
edilen rekombinant proteinlerin hastaliklarin tanisinda kullanila-
bilmesine olanak saglamasi, klonlamada gen seciminde goz
oniinde bulundurulan durumlardan biridir (11).

Hedef DNA elde edilirken kullanilacak primerlere, genin
yerlestirilecegi vektore uygun enzim kesim boélgelerinin eklen-
mesi Onemli noktalardan birini olusturmaktadir. Calismala-
rimizda, Fasciola hepatica cathepsin L1 genini, pTARGET™
(Sekil 2) (15, 29) ve pCl-neo (Sekil 3) (19, 27) plazmitine
yerlestirmek i¢in P1 ve P8 primerleri, PinPoint™ Xa-3 (Sekil
4) (16, 28) plazmitine yerlestirmek i¢in ise S1 ve S8 primerleri
asagidaki gibi dizayn edildi. P1 primerine X#hol, P2 primerine
Sall, S1 primerine HindlIll, S8 primerine Kpnl, enzim kesim
bolgeleri (altlar ¢izili) eklendi .
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Sekil 2: pTARGET™ Mammalian Expression Vector System
(Promega). p TARGET™, Polimeraz Zincir Reaksiyon (PZR) iiriiniiniin
direkt olarak klonlanmasi ve memeli hiicrelerinde proteinin agiklatiimasi

ler tarafindan tretilmektedirler. DNA’y1 kesen bu enzimler
izole edildikleri bakterilere gore
DNA’y1 spesifik dizilerden kesen enzimler DNA mani-
ptilasyonlar1 i¢in anahtar rol oynamaktadirlar. Bazi restriksi-
yon enzimleri anahtar kilit iligkisi gibi yapigkan ug¢lar meyda-
na getirirken bazilar da kiit u¢lar olusturmaktadirlar (31, 37).

isimlendirilmektedirler.

Bazi restriksiyon enzimlerinin izole edildikleri mikroorganiz-
malar ve enzim tanima noktalar: Tablo 1°de gdsterilmistir.

Tablo 1. Bazi restriksiyon enzimlerinin izole edildikleri
mikroorganizmalar ve DNA tanima noktalar1.

icin kullanilmaktadir. Plazmit 3’ uglarinda asili bulunan Timin bazlar
araciligiyla PZR iirlintiniin direkt olarak plazmite yerlestirilmesine

olanak vermektedir. Insan sitomegalovirus (CMV) erken promotor
bolgesi, geg SV40 poliadenilasyon bolgesi, stabil transfeksiyona olanak
veren neomisin fosfotransferaz geni, T7 RNA polimeraz promotoru, f1
orjini ve B-galaktozidazin a-peptidini kodlayan dizilim igermektedir
(29). F. hepatica cathepsin L1 geninin pTARGET™ plazmitinde
klonlanmast ve klonlamanin dogrulanmasi daha 6nce tanimlandig:
sekilde yapildi (15).

:|Ca|hepsin L1

BamH| néo /

Sekil 3: pCl-neo Mammalian Expression Vector (Promega). pCl-neo,
insan sitomegalovirus (CMV) erken promotor bolgesi, ge¢ SV40
poliadenilasyon bolgesi, T7 RNA polimeraz promotoru, fl orjini ve
neomisin fosfotransferaz geni icermektedir (27). F. hepatica cathepsin
L1 geninin pCI-neo plazmitinde klonlanmasi ve klonlamanin
dogrulanmasi daha 6nce tanimlandig1 sekilde yapildi (19).

P1 (5’-GG CTC GAG CCA CCA TGA GAT TGT TCA TAT-3’)
P2 (5’-GG GTC GAC TCA CGG AAA TCG TGC-3’)
S1(5’-GG AAG CTT ATG CGA TTG TTC ATA T-3°)

S8 (5°-GG GGT ACC TCA CGG AAA TCG TGC-37)

Ayrica protein agiklatilmasi ¢aligmalarinda primere kozak dizisi
(P1 isimli primerdeki CCA dizisi) eklenebilmektedir (18).

3. Restriksiyon enzimleri ve DNA’nin kesilmesi

Rekombinant DNA teknolojisinin ve klonlamanin gelismesin-
de 6nemli adimlardan birisi restriksiyon enzimlerinin bulun-
mas1 ve Ozelliklerinin ortaya konulmasidir. Restriksiyon en-
zimleri, fajlara kars1 bir savunma mekanizmasi olarak bakteri-
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Sekil 4: PinPoint™ Xa-1 vector (Promega). PinPoint™ Xa-3 vektorii,
PinPoint™ Xa-1 vektoriiniin 194. pozisyonuna iki adenozin niikleotidi
eklenerek olusturulmustur. PinPoint™ Xa-3 vektorii, insan
sitomegalovirus (CMV) erken promotor bolgesi, geg SV40
poliadenilasyon bolgesi, T7 RNA polimeraz promotoru, f1 orjini ve
neomisin fosfotransferaz geni igermektedir (28). F. hepatica cathepsin
L1 geninin Pinpoint plazmitinde klonlanmasi daha 6nce tamimlandig1
sekilde yapildi (16).

4. DNA’nmin plazmite yerlestirilmesi

Klasik metotla gen klonlamasi ¢alismalarinda, DNA’nin plazmite
yerlestirilmesi 6ncesinde, restriksiyon enzimleriyle kesilen genin
ve plazmitin agaroz jelden saflagtirilmasi gerekmektedir.
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Tablo 2. Plazmit elde edilebilecek bazi firmalarin
adresleri ve plazmitler.

Firma adi* Adres Plazmitler*
Aldevron www.aldevron.com pUMVC, pWiz
Fermentas www.fermentas.com PBR322, pUCIS,
pUC19
Invitrogen www.invitrogen.com PCDNA.3, pVax,
& ARVITrogen.co TOPO®XL
Lucigen www.lucigen.com PSMART, pEZSeq
New England www.neb.com pKLACI, pMAL,
Biolab e pNEB193, pTWIN
NTC www.natx.com pDNAVACC-Ultra™
Qiagen WWWw.qiagen.com QIAGEN PCR
& “qragen.co Cloning Kit
Promega WWW.promega.com pCl-neo, pTARGET,
g ‘promega. pGEM-T
Sigma www.sigmaldrich.com  pFLAG

* Plazmitler ve plazmit saglayici firmalar yukaridaki tablo
ile smnirlt degildir

Saflastirilan gen ve plazmit, T4 DNA ligaz enzimiyle uygun
1s1 ve reaksiyon kosullarinda birlestirilmektedirler (37). Ist
derecesi ve reaksiyon siiresi kullanilan enzimin {iretildigi
firma Onerilerine gore c¢ok farklilik gostermektedir. Isi
derecesi +4°C’den +25°C’ye, inkiibasyon siiresi ise 5
dakikadan bir geceye kadar degisebilmektedir (26, 29, 32, 33).
T4 bakteriofajlardan elde edilen T4 DNA ligaz enzimi, E. coli
DNA ligaz enziminden 400 kat daha etkindir. DNA ligazin
etki mekanizmast bir niikleotidin 3' hidroksil ucu ile diger
niikleotidin 5' fosfat gurubu arasinda kovalent fosfodiester
bagi olusturulma temeline dayanmaktadir (31, 32). T4 DNA
ligaz aktivasyonunda kofaktér olarak ATP’ye gereksinim
vardir. Bu nedenle ATP iceren T4 DNA Ligase buffer’ larn
¢ok sik dondurulup ¢ozdiiriilmemeleri gerekmektedir (32).

5. Rekombinant DNA’nin ¢ogaltilmasi

Genin plazmite yerlestirilmesi ile elde edilen rekombinant
DNA’nin ¢ogaltilmasi sonraki ¢aligmalar i¢in biiyiik avantajlar
saglamaktadir. Bunun i¢in rekombinant DNA’nin bakteri
hiicrelerine sokulmasi (transformasyon) gerekmektedir. Trans-
formasyon iglemi, basit ve ucuz olan kimyasal metotlarin
yaninda daha etkin bir metot olan elektroporasyon metodu da
arastiricilara alternatif olabilmektedir (3, 14). Laboratuvar
caligmalarimizda kimyasal yolla transformasyon metodunu
yogun olarak kullanmaktayiz (19, 24).

Transformasyonda kullanilacak kompetan hiicreler ticari
olarak satin almabilecegi gibi arastiricilarin kendi laboratuar-
larinda da elde edilebilmeleri miimkiindiir. Bunun igin
kalsiyum klorid ve rubidyum klorid gibi metotlar yogun olarak
kullanilmaktadir. Laboratuvar c¢aligmalarimizda rubidyum
klorid metodu ile hazirladigimiz kompetan hiicreleri etkin

olarak kullanmaktay1z (19, 24, 32).

6. Klonlanan vektoriin hiicrelerden secimi

Klonlamada Kkarsilagilan sorunlardan biri de kolonilerden
rekombinant plazmitlerin se¢imidir. Cogu zaman trans-
formasyon sonrasinda onlarca hatta yiizlerce koloni karsimiza
citkmaktadir. Bunlardan hangilerinin rekombinant plazmitleri
icerdiginin tespiti gerekmektedir. Bir ¢ok plazmit, ampisilin,
tetrasiklin gibi antibiyotik diren¢ genleri icermektedir. Bu
direng genleri sayesinde rekombinant plazmitlerin segimi
saglanacaktir. Ayrica c¢alismalarimizda da kullandigimiz
PTARGET gibi bazt vektorler B-galaktozidazin o-peptidini
kodlayan dizilime sahiptirler. Bu sebeple transforme kati besi
yerlerinde mavi ve beyaz koloniler (rekombinant plazmit
iceren koloniler) olusmakta ve rekombinant plazmitlerin
secimi kolaylagmaktadir (15).

7. Klonlamanin dogrulanmasi

Klonlamanin dogrulanmasi i¢in transforme kati besiyerindeki

kolonilerden, laboratuvarimizda da uyguladigimiz PZR-
Tarama ile kolonilerin rekombinant DNA’y1 icerip icermedigi
hizl1 bir sekilde tespit edilebilmektedir (25, 32). Kolonilerin,
direkt olarak agaroz jelde yiiriitilmesi de rekombinant

plazmitin dogrulanmasina yardimci olmaktadir (31, 32).

Ayrica bu kolonilerden miniprep ile elde edilecek rekombinant
DNA’larin varligi enzim kesim deneyleriyle dogrulanabil-
mektedir. Fakat sonraki ¢aligmalardaki giivenilirligi arttirmak
ve klonlamanin dogrulamasini kesinlestirmek i¢in DNA dizi
analizinin yapilmasi gerekmektedir. Giiniimiizde manuel
metotlarla yapilan DNA dizi analizlerinin yerini artik tilkemiz-

de de hizmet veren otomatize metotlar almistir.
8. Plazmitler

Genetik mithendislikte ve gen klonlamasi ¢aligmalarinda temel
unsurlardan biri plazmitlerdir. Bakterilerde kromozom dis1 ve
¢ift zincirli bir DNA olarak bulunan plazmitler bazi genetik
manipiilasyonlara tabi tutularak genetik miithendislikte kulla-
nilmislardir (31). Rekombinant DNA teknolojisinde ilk kulla-
nilan plazmit pBR 322°dir. Bu plazmit, ampisilin ve tetrasiklin
direng genleri ve birgok restriksiyon enzim bdlgeleri
icermektedirler (31, 37). Bu plazmitten gelistirilen pUC
plazmiti ise, pBR 322’nin yaris1 biiyiikliiglinde olup daha
biiyiik DNA’larin klonlanmasina izin vermektedir. pUC
plazmitleri birgok farkli restriksiyon enzimiyle kesilebilen
polilinker bdlge (multiple cloning site) igermektedirler.
Polilinker bdlge, E.coli’nin lac Z geni igerisinde yer almakta-
dir. Polilinker bolgeye sokulan DNA, lac Z geninin bozulmasina
sebep olarak beyaz bakteri kolonilerinin olugmasini ve dolayisiyla
rekombinant DNA’y1 tastyan hiicrelerin kolaylikla taninmasini

saglamaktadir (4, 31, 37).

Klonlama ¢aligmalarinda kullanilan, plazmitlerin bityiikligi 1
kb’den 200 kb’ye kadar degisebilmektedir. Plazmitlerin ¢ogu
bakteriyel yapilardan siiperheliks yapida izole edilen kovalent
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olarak kapali, ¢ift zincirli ve yuvarlak yapilardir. Plazmitlerin
bakterilerde replikasyonunu saglayan ve birkag yiiz baz ¢ifti
uzunlugunda replikasyon orjinleri bulunmaktadir. Bu sayede
amaca gore diisik veya yiiksek sayida replike olabilen
plazmitler olusturulmustur. Bir¢ok klonlama plazmiti, genlerin
yerlestirilecegi bir klonlama bdlgesi ve bakteriofajlardan elde
edilen T3, T7, SP6 ve tac promotorlar1 igerirken gen
ekspresyon ¢alismalarinda kullanilacak plazmitlerin bir gogu
ise, Sitomegalo virus (SMV) promotoru ve Simian virus
promotoru (SV40) icermektedir (9, 31, 37).

Bugiin birgok farkli &zelligi olan plazmitler farkli iiretici
firmalar tarafindan arastiricilarin  hizmetine sunulmustur.
Bunlardan bir kismi tablo 2’de sunulmustur.

9. Gen klonlamada yeni metotlar ve 6nemli noktalar

Klonlama ¢alismasinin baglangicinda amaca yonelik bir
plazmitin se¢imi Onem tasimaktadir. Genin bir plazmite
yerlestirilmesinde geleneksel olarak pUC ve pBR gibi
plazmitler kullanilmaktadir. Bu tiir plazmitlerin kullanimi
sirasinda, plazmit ve ¢ogaltilan genlerin bir veya birden ¢ok
kesim enzimleriyle kesilmesi ve agaroz jelden saflastirmasi
gibi islemler gerekmektedir (31).

Bugiin gelisen teknoloji ile birlikte bircok 6zelligi bir arada
bulunduran plazmit, arastiricilarin hizmetine sunulmug durum-
dadir. Genin g¢ogaltilmasi ve koruma altina alinmasi gibi bir
amaci olan arastiricilar, ¢aligmalarimizda da kullandigimiz
TOPO®XL (Sekil 5) gibi bir plazmiti segebilirler (26).
TOPO®XL plazmiti, yapisindaki topoizomeraz aktivitesi ile
ligaz iliskili vektor sistemlerine gore Onemli avantajlar
saglamaktadir. Bu sistemde sadece vektor ve PZR ile
cogaltilan gene gereksinim duyulmakta ve vektére genin
yerlestirilmesi islemi 5 dakikada tamamlanmaktadir. Ayrica
ligazlarin niikleazlarla kontamine olarak gen ve vektor de
centikler olusturmast ve sonrasinda rekombinasyon sayisinin
azaltilmasi, topoizomeraz kullanimi ile onlenebilmektedir.
TOPO®XL plazmiti disinda PinPoint Xa-T, pGEM-T ve bizim
de kullandigimiz pTARGET gibi vektorlere de PZR ile
cogaltilan genin enzim kesimlerine ihtiyag duyulmaksizin
plazmite direkt olarak yerlestirilmektedir. Fakat bu islem igin
bir saat veya ¢ogunlukla bir gecelik bir inkiibasyon siiresi
gerekmektedir (26, 29, 32, 33).

Genlerin kodladig1 proteinlerin agiklatilmasinin istendigi
durumlarda protein agiklama vektdrlerinin segilmesi gerek-
icin calismalarimizda kullandigimiz,
geleneksel olarak enzim kesimleriyle genin yerlestirilecegi

mektedir. Bunun
pCl-neo gibi plazmitler kullanilabilecegi gibi direkt PZR
pTARGET gibi
kullanilabilir (29). Ayrica yapisinda V5 epitop kuyrugu ve C-
terminal 6x His dizisi bulunan pcDNA3.1/V5-His-TOPO®
(Sekil 6) plazmiti ve biotin proteinini kodlayan dizi iceren

triiniiniin  yerlestirilecegi vektorler de
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PinPoint Xa gibi plazmitler protein ekspresyonunun tespitinde
o6nemli avantajlar saglamaktadir (28). Protein ekspresyon
seviyesinin kantitatif olarak ol¢limiiniin gerektigi durumlarda ise
calismanin ilk asamasinda [(-Galaktosidaz reporter vektor,
Kloramfenikol asetil transferaz reporter vektdr ve lusiferaz
reporter vektorlerden birine genin yerlestirilmesi gerekmektedir
(2,6,7, 17,30, 34).

Sekil 5. TOPO®XL PCR Cloning Vector (Invitrogen). TOPO®XL
PCR Cloning Vector, topoizomeraz aktivitesi olan ve direkt PZR
triintiniin klonlanmasina olanak veren bir vektordiir. Ayrica T7
promotor bolgesi ve ccdB icermektedir (33).

Cathepsin L1

E_E; T == === Y 2
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pcDNA3.1/

V5-His-TOPO

Sekil 6. pcDNA3.1/V5-His-TOPO® Vector (Invitrogen).
pcDNA3.1/V5-His-TOPO® Vektor, topoizomeraz aktivitesi olan bir
vektordiir. Giiglii bir CMV promotoru, C-terminal V5 epitop kuyrugu,
C-terminal 6x His dizisi igermektedir (26). F. hepatica cathepsin L1
geninin TOPO plazmitinde klonlanmasi daha 6nce tanimlandigi
sekilde yapild1 (20).

Genin bu plazmitlere yerlestirilmesi asamasinda, genin kodla-
dig1 proteinin dogru sekilde sentezlenmesi i¢in hangi plazmitin
secilecegi en onemli konu olmaktadir. Calismamizda kullani-
lan vektorlerden biri olan PinPoint™ Xa vector sisteminden
PinPoint™ Xa-3 vektorii kullanilarak biotinli cathepsin L1
proteininin dogru olarak sentezlenmesine olanak saglanmistir
(16). Ayrica yapisinda green fluorescent protein (GFP)’ i
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kodlayan gen dizisini igeren plazmitler de vardir. Bunlar
proteinlerin  hiicre i¢i trafiginin ve yapisimn Ogrenilmesi
calismalarinda arastiricilara ¢ok biiyiik olanaklar saglamaktadir
(12, 13, 35).

TOPO gibi plazmitleri igeren klonlama Kkitleri, icerdikleri
plazmit ve kompetan hiicrelerin yam1 sira klonlamanin
dogrulanmasi, PZR tarama ve DNA dizi analizleri i¢in gerekli
olan plazmit tabanli primerleri bulundurmaktadir. Bu kitler
klonlamanin hem hizli bir sekilde yapilmasina hem de
dogrulama yapilmasina olanak
alternatif olugturmaktadirlar (33).

saglayarak arastiricilara

Gen klonlamasi c¢aligmalarinda g6z Oniinde bulundurulmasi
gereken en 6nemli konulardan birisi de maliyet hesaplaridir. PUC
tabanl1 veya pCl-neo gibi miniprep yapilarak plazmit DNA’s1 elde
edilmesine olanak saglyan vektorler diisiik maliyetleri ile 6zellikle
yeni kurulan laboratuvarlar i¢in énemli olmaktadir (19). Belirli
sayida reaksiyona olanak saglayan TOPO, pGEM-T gibi
plazmitler maliyeti arttirsa da zamanin 6nemli oldugu durumlarda
kullanilmasi gerekebilmektedir (20, 32).

Sonug¢ olarak, arastiricilarin biyoteknolojik gelisimi takip
ederek gen klonlamasi ve sonrasindaki ¢aligmalar i¢in kullana-
caklar1 en uygun plazmiti; plazmitin kullanim &zellik-leri,
maliyet ve zaman gibi faktorlerin yan1 sira kendi laboratuvar
olanaklarmi da goz oniinde bulundurarak se¢gmelerinin dnemli
oldugunu diisiinmekteyiz.
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