
1

REKOMBİNANT
DNA TEKNOLOJİSİ 
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Growth hormone (somatotropin or human growth hormone)
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DNA ÇALIŞMALARINDA KULLANILAN ENZİMLER

•RESTRİKSİYON ENDONÜKLEAZLARI
(HindIII, EcoRI, BamHI gb. 500’ün üzerinde farklı restriksiyon endonükleazi izole edilmiştir)

•LİGAZLAR
(T4-DNA ligaz enzimi, E. coli DNA ligaz enzimi)

•DNA POLİMERAZLAR
(Bakteriyofaj T4 DNA polimerazı, Taq DNA polimeraz, Reverz Transkriptaz gb.)

K.TURAN-2015

K.TURAN-2015
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Baş

Kuyruk

Kuyruk
fiberleri

T2-Fajlar/K.Turan

BAKTERİYOFAJLAR (T-fajları)

K.TURAN/2014
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BAKTERİLERDE RESTRİKSİYON MODİFİKAYON SİSTEMLERİ-I

E. coli B + E. coli B -

Metillenmiş Genom 

Taşıyan Fajlar

Metillenmemiş Genom 

Taşıyan Fajlar

K.TURAN/2014
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Tip I Enzimler:
Hedef diziyi tanıma, metilasyon ve kesme işlevi tek bir enzim
kompleksinde farklı altbirimler tarafından gerçekleştirilir.Tanıma
dizisinden çok uzak noktada kesme yaparlar. Örnek: EcoK enzimi.

Tip II Enzimler:
Metilasyon ve kesme işlevi birbirinden bağımsız enzimler
tarafından gerçekleştirilir. Bu enzimler tanıdıkları bölgede kesme
yaparlar. DNA tekniklerinde kullanılan restriksiyon
endonukleazları bu grup içerisinde yer alırlar.

Tip III Enzimler:
Tip I enzimlerde olduğu gibi metilasyon ve kesme işlevi aynı
enzim tarafından gerçekleştirilir. Bu grup enzimlerde hedef diziyi
tanıyan altbirim aynı zamanda metilasyon işlevi görür. Tanıma
noktasından ya da bu noktanın yakınından kesme yaparlar. Örnek,
E. coli’de P1 ve P15 plazmitlerinin kodladığı EcoP1 ve EcoP15
enzimleri.

BAKTERİLERDE RESTRİKSİYON ENZİMLERİ
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48=65536 bp

44=256bp

46=4096bp

Hedef Dizinin Bulunma Olasılığı: 4n

n = enzimin tanıdığı dizideki baz 
çifti sayısı

Tip II Restriksiyon Endonükleazları

EcoRI:
Escherichia coli R ırkı

HindII:
Haemophilus influenzae 
Rd ırkı

K.TURAN-2015

K.TURAN-2015
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EcoRIEscherichia coli

SmaISerratia marcescens

PstIProvidencia stuarti

HindIIIHaemophilus influenza

Tip II Restriksiyon Endonükleazları

K.TURAN-2015

K.TURAN-2015
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Hind III

PstI

YAPIŞKAN UÇLAR OLUŞTURAN  RESTRİKSİYON ENZİMLERİ

5`-N N N A A G C T T N N N-3`
3`-N N N T T C G A A N N N-5`

5`-N N N A                    A G C T T N N N-3`
3`-N N N T T C G A                    A N N N-5`

5`-N N N C T G C A G N N N-3`
3`-N N N G A C G T C N N N-5`

5`-N N N C T G C A                    G N N N-3`
3`-N N N G                    A C G T C N N N-5`

K.TURAN-2015
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NotI

YAPIŞKAN UÇLAR OLUŞTURAN  RESTRİKSİYON ENZİMLERİ

5`-N N N G C G G C C G C N N N-3`
3`-N N N C G C C G G C G N N N-5`

5`-N N N G C C G G C C G C N N N-3`
3`-N N N C G C C G G C G N N N-5`

SfiI

5`-N G G C C N N N N N G G C C N-3`
3`-N C C G G N N N N N C C G G N-5`

5`-N G G C C N N N N                 N G G C C N-3`
3`-N C C G G N                 N N N N C C G G N-5`

K.TURAN-2015

K.TURAN-2015
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Dra I

5`-N N N C C C G G G N N N-3`
3`-N N N G G G C C C N N N-5`

SmaI

KÜT UÇLAR OLUŞTURAN RESTRİKSİYON ENZİMLERİ

5`-N N N C C C            G G G  N N N-3`
3`-N N N G G G            C C C  N N N-5`

5`-N N N T T T A A A N N N-3`
3`-N N N A A A T T T N N N-5`

5`-N N N T T T A A A N N N-3`
3`-N N N A A A           T T T N N N-5`

K.TURAN-2015

K.TURAN-2015
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DNA Klonlama Çalışmalarında Kullanılan Vektörler

Plazmit Vektörler

Bakteriyofajlar

Cosmid’ler

BAC’lar 
(Bacterial Artificial Chromosomes)

YAC’lar
(Yeast Artificial Chromosomes)

K.TURAN-2015

K.TURAN-2015
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PLAZMİT VEKTÖRLER

EcoRI
HindIII
BamHI
PstI

ORIJIN

MCS

PROMOTOR

Ampr

ORIJIN

MCS

PROMOTOR

AmprAmpr

Plazmit Vektörde Bulunması Gereken Bölgeler

• Replikasyon Orijini

(ColE1, pMB1, pUC)

• İşaret (Marker) geni 

(Amp, Tet, Kan direnç genleri) 

• Multiple Cloning Site (MCS)

Farklı restriksiyon enzimleri için kesme bölgeleri

K.TURAN-2015

K.TURAN-2015
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Plazmit Vektörler

İlk Geliştirilen Yapay Plazmit Vektör (pBR322)

Orijin: pM1

Ampr:RSF2124

Tcr: pSC101

K.TURAN-2015

K.TURAN-2015
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G            A A T T C 
C T T A A            G

G A A T T C 

C T T A A G

EcoRI

EcoRI

Plazmit

REKOMBİNANT DNA ELDESİ

K.TURAN-2015

K.TURAN-2015



19

EcoRI EcoRI

A A T T C 
G

G
C T T A A

X GENİ

Amp

PROMOTOR

X GENİ

ORİJİN

X GENİ

REKOMBİNANT
DNA

G      A A T T C 
C T T A A    G
G      A A T T C 
C T T A A    G

Ligasyon

K.TURAN-2015
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REKOMBİNANT
PLAZMİT

TRANSFORMASYON

DNA 
İZOLASYONU

Bakteri

K.TURAN-2015
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REKOMBİNANT
PLAZMİT

TRANSFORMASYON

mRNA

PROTEİN
İZOLASYONU

REKOMBİNANT
PROTEİN

Bakteri

K.TURAN-2015

K.TURAN-2015
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cDNA ve cDNA KİTAPLIĞI

Reverz 
transkriptaz

mRNA

RNA:DNA

RNaz H

cDNA

Reverz 
transkriptazR

E
V
E
R
Z
 T

R
A
N
S
K
R
İ
PS

İ
Y
O
N
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mRNA

Reverz 
transkripsiyon cDNA

molekülleri

LİGASYON

cDNA
KİTAPLIĞI

TRANSFORMASYON

HÜCRE

cDNA ve cDNA KİTAPLIĞI

mRNA
izolasyonu

Plazmit

Restriksiyon
endonükleazı

K.TURAN-2015
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Clustered Regularly-Interspaced Short 
Palindromic Repeats – Cas9

(CRISPR/Cas9)

(Kümelenmiş Düzenli Aralıklı Kısa Palindromik Tekrarlar)
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Cas9 
proteini

Rehber (guide)
RNA

Hedef
dizi

PAM
(...NGG-3‘)

(CRISPR/Cas9)

PAM (protospacer adjacent motif) 

CRISPR

Transkripsiyon
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Clustered Regularly-Interspaced Short Palindromic Repeats : CRISPR

Yoshizumi Ishino-1987 

Streptococcus thermophilus
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CRISPR/Cas Gene Knockout


