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Amag: Giiniimiizde genellikle ampisilin ve kanamisin direng geni iceren vektérler klonlama amaciyla
yaygin olarak kullanilmaktadir. Bu ¢alismanin temel amaci, farkli bir direng markiri, kloramfenikol direng
geni tasiyan, beta-laktam direng genlerinin de klonlanabilecegi bir vektér olusturmaktir.

Yéntem: Calismada, vektér omurgasi icin pUC19 ve transformasyon igin Escherichia coli DH10B kullanil-
mustir. pUC19 plazmidi bla geni haricinde invers PCR yoluyla ¢ogaltiimis ve vektér omurgasi olarak kul-
lanilmistir. Bu omurgaya kloramfenikol direng geni (cat) eklenmistir. Olusan pADU94 plazmidi E. coli
DH10B bakterisine aktarilmis ve transformantlar 10 ug/ml kloramfenikol igeren besiyerinde segilmistir.
Konstriiksiyonu yapilan pADU94 vektériiniine bla, gfp ve tsst klonlanmistir. Klonlanan genlerin ekspres-
yonu gfp igin UV altinda yesil parlamanin varligi ile test edilmis ve bla igin penisilin inaktivasyonu modi-
fiye Hodge testiyle gésterilmistir.

Bulgular: Olusturulan pADU94 vektérii E. coli DH10B bakterisine aktarilmis, plazmid varligi ekstraksi-
yonla dogrulanan transformantlarda kloramfenikol minimum inhibisyon konsantrasyonu (MIK) degeri-
nin 2 ug/ml’den 64 ug/ml’ye ¢iktigi saptanmistir. pADU94 icerisine bla, gfp ve tsst genlerinin klonlandi-
g1 M13 PCR ve plazmid ekstraksiyonuyla dogrulanmistir. E. coli DH10B’ye bla geni aktarilmasi ile ampi-
silin MK diizeyi 8 ug/ml’den >128 ug/ml’ye ¢cikmistir. Ayrica klonlanan beta-laktamaz geninin islevselli-
gi modifiye Hodge testiyle dogrulanmistir. pADU94 plazmidiyle mavi-beyaz secilim yapilabilecedi tsst
geninin klonlanmasiyla gésterilmis ve beyaz kolonilerden plazmid ekstraksiyonu yapilarak tsst geninin
insert olarak varligi dogrulanmistir. Klonlanan gfp geninin eksprese oldugu ise UV altinda yesil parlama
gorilmesiyle dogrulanmustir.

Sonug: Elde edilen sonuglara gére, konstriikte edilen kloramfenikol direng geni markiri iceren pADU94
vektéri, mavi-beyaz koloni secimi ve gen ekspresyonu kapasitesine sahip bir vektérdiir. pPADU94 vekté-
riiniin gen ekspresyonunda ve DNA fragman klonlanmasinda kullanilabilecegi gésterilmistir. Bu plazmi-
din ayrica bilinmeyen beta-laktam direng genlerinin klonlanarak karakterize edilmesinde ya da bilinen
beta-laktam direng genlerinin klonlama vasitasiyla ézelliklerinin arastirilmasinda kullanilabilecek uygun
bir vektér oldugu belirlenmistir. Bu ¢alisma ile farkli direng markirli vektérlerin laboratuvarda nasil
olusturulabilecedi okurlarin bilgisine sunulmustur.

Anahtar kelimeler: Klonlama vektérii, antibiyotik direnci, kloramfenikol, cat
ABSTRACT

Objective: Nowadays, the vectors with ampicillin and kanamycin resistance genes are widely used to
construct a new vector with chloramphenicol -resistance marker that may be used for cloning of the
beta- lactam resistance genes.

Method: In this study, pUC19 was used for vector backbone amplification and E. coli DH10B for plasmid
transformation. Vector backbone for pADU94 was amplified from pUC19 by inverse PCR by excluding
bla gene. Chloramphenicol-resistance gene (cat) was amplified by PCR and ligated to the vector
backbone. The constructed pADU94 plasmid was transferred into E. coli DH10B bacteria and the
transformants were selected on agar medium containing h 10 ug/ml chloramphenicol. The bla, gfp ve
tsst genes were amplified by PCR and cloned into pADU94. The expressions of the cloned genes were
tested with the presence of the green fluorescence under the UV for gfp and the penicillin inactivation
was demonstrated with modified Hodge test for bla.

Results: The constructed pADU94 vector was transferred into E. coli DH10B and plasmid extraction was
done to show presence of pADU94 in transformants for which the MIC value for chloramphenicol was
increased from 2 ug/ml to 64 ug/mi. Also, the functionality of the cloned beta lactamase gene was
confirmed using modified Hodge test. By cloning tsst gene it has been demonstrated that selection
between blue, and white could be realized using f pADU94 plasmid, vector and presence of tsst gene as
an insert was verified by plasmid extraction from white colonies. The expression of the cloned gfp gene
was verified with observation of green fluorescence under UV light.

Conclusion: According to the obtained results, the constructed pADU94 vector with chloramphenicol
resistance marker is a vector that is capable of selecting blue- white colonies and expressing gene. It
was shown that pADU94 vector can be used for gene expression and cloning of DNA fragment. The
vector has been found to be a suitable vector that can also be used to characterize unknown beta-
lactam resistance genes or to investigate the properties of known beta-lactam resistance genes by way
of cloning. With this article a method for construction of vectors with different resistance markers in a
laboratory were submitted for the use of rreaders.

Keywords: Cloning vector, antibiotic resistance, chloramphenicol, cat
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GiRiS

GUnUmuzde, pUC tirevi vektorler, Escherichia coli
bakterisine DNA klonlama deneylerinde en yaygin
kullanilan vektoérlerdendir. Bu vektoriin avantajlari
ise; ylksek kopya sayili olmasi, coklu klonlama bélge-
sinde cesitli restriksiyon enzim kesim bdlgeleri iger-
mesi ve mavi-beyaz goérintileme ile insert almis
plazmidin belirlenebilmesidiry. Bu vertdrlerin baz
dezavantajlari da vardir. Bunlardan biri, pUC19 vek-
torlinlin icerdigi beta-laktam direng geni (bla) nede-
niyle, bagka bir beta-laktam diren¢ geninin klonlan-
masina olanak vermemesidir®?. Bir diger dezavantaj
ise, vektordeki sinyal peptidi iceren beta-laktamaz
enziminin konak hicre tarafinda hiicre disina salgila-
maslyla koloni etrafinda ampisilinsiz bolge olusmasi
ve plazmid igermeyen “satellite” kolonilerin de trans-
formantlarin yaninda ¢ogalarak yalanci pozitif sonug-
lara neden olmasidir. Ayni nedenle, sivi besiyerinde
ampisilinin etkisiz metabolitlerine doénustirilmesi,
plazmidi icermeyen bakterilerin icerenlerden daha
hizli Uremesiyle besiyerinde hakimiyet kazanmalari-
na neden olabilmektedir®.

Kloramfenikol antibiyotigi, bakteri ribozomunun 50S
altinitesine baglanarak protein sentezini inhibe eder®.
Kloramfenikol direnci saglayan kloramfenikol asetil
transferaz enzimi ise kloramfenikol( asetilleyerek ribo-
zomun 508S alt tnitesine baglanmasini engellemekte-
dir®. Kazandirdig: direncin yani sira cat geni farkl pro-
motdrlerin aktivitesini belirlenmesi icin reporter gen
olarak da kullanilabilmektedir®. pBC KS/SK(-/+) vektor
serisi gibi kloramfenikol diren¢ genini markir olarak
iceren ticari vektorler (Agilent vb.) bulunmaktadir.

Bu calismanin temel amaci, markir olarak kloramfe-
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nikol direng geni iceren, ¢oklu klonlama bdlgesi
bitlinligl bozulmamis ve mavi-beyaz goriintiileme
imkani veren yeni bir vektor insa etmek ve arastirma-
cilarin hizmetine sunmaktir.

GEREC ve YONTEM

Kloramfenikol direng geninin PCR yoluyla ¢ogaltil-
masi: Kloramfenikol direncli Staphylococcus aureus
ADU-M38 susu triptik soy agar (TSA) kati besiyerine
ekilerek gece boyu 37°C’de inkiibe edilmistir. Elde
edilen petriden tek bir koloni triptik soy broth (TSB)
sivi besiyerine ekilerek gece boyu 37°C’de inkiibe
edilmistir. Kalttrlenmis bakteriden fenol-kloroform-
isoamil alkol (25:24:1) yontemi ile DNA izolasyonu
yapilmis ve etanol presipitasyonu ile elde edilen DNA
saflagtinimistir. Elde edilen DNA'dan cat geni yeni
dizayn edilen primer ¢ifti yardimiyla (Tablo 1) Tablo
2’deki kosullarda polimeraz zincir reaksiyonu (PCR)
ile cogaltilmistir (Sekil 1).

Ampisilin direng geni igermeyen plazmid omurgasi-
nin PCR yoluyla gogaltilmasi: pUC19 plazmidinden
markirsiz plazmid omurgasi ¢ogaltmak igin dizayn
edilen spesifik primerlerle (Tablo 1) Tablo 2’'de belir-
tilen kosullarda ¢ogaltilmistir.

Amplikonlarin kiitlestirilmesi ve 5’ uglarinin fosfori-
lasyonu: Taq polimerazla gogaltilan plazmid omurga-
st ve cat amplikonunun 3’ ucundaki adenin nikleoti-
di uzantisi T4 DNA polimeraz enzimi ile kiitlestirilmis-
tir. Bu amagla her iki amplikon 6rneginden 14 ul
alinmis ve 1 ul T4 DNA polimeraz (1U), 4 pl 5X reak-
siyon tamponu, 1 pl dNTP karisimi (8 mM) eklenerek
20 dakika boyunca 11°C’de inkube edilmistir.
Kitlestirilen amplikonlar fenol-kloroform-isoamil

catF

Sekil 1. Kloramfenikol direng geninin PCR yoluyla ¢ogaltiimasi ve primerlerinin lokasyonu.
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Tablo 1. Calismada kullanilan primerler ve sekanslari.

Primer Sekansi Referans
Adi

cat-F 5 —ATGAC AATATTATTG — 3’ Bu calisma
cat-R 5’ —AATCCGCGGCTAAATCCAATCATCTAC-3"  Bu galisma

omg-F 5 — CTGTCAGACCAAGTTTAC -3’ Bu calisma
omg-R 5" — ACTCATACTCTTCCTTTTTC-3’ Bu galisma
bla-F 5 —GCACTTTTCGGGGAAATGTG- 3’ Bu calisma
bla-R 5 ~GACAGTTACCAATGCTTAAT-3’ Bu galisma

gfp-F 5 — GAGGATCCAATGAGTAAAGGAGAAG -3’  Bu galisma
gfp-R 5" — ATTGGTACCTTATTTGTATAGTTCATCC -3’ Bu galisma
tsst-F 5" -TCGAATTCATGAATAAAAAATTACTAATG - 3’ Bu ¢alisma

tsst-R 5" —TCAAGC AATTAATTTCTGCTTC -3’ Bu galisma
m13F 5 —GTAAAACGACGGCCAGT -3’ Vieira et al.!
m13R 5 —-GAGCGGATAACAATTTCACACAGG — 3’ Vieira et al.)

alkol (25:24:1) ile saflastirihp birlestirildikten sonra
T4 polinikleotid kinaz ile fosforilasyona maruz bira-
kilmistir. Fosforilasyon reaksiyonu igin 1 ul T4 poli-
nikleotid kinaz (10 U), 2 pul 10X reaksiyon tamponu,
2 pul ATP (10 mM) ve 15 pl kitlestirilmis amplikon
DNA’si kullaniimig ve 20 dakika boyunca 37°C’de
inkibe edilmistir. Fosforlanmis Grlinler fenol-
kloroform-isoamil alkol (25:24:1) ile saflastiriimistir.

Kiitlestirilmis ve fosforlanmis amplikonlarin ligasyo-
nu ve DH10B susuna aktarilmasi: Saflastirilmis kit
ve fosforlu Grinlerin ligasyonunda 2 ul 10X T4 DNA
ligaz tamponu, 1 pl T4 DNA ligaz (5 Weiss U), 1 ul
%50 PEG 4000 soltisyonu ve 16 pl DNA kullaniimistir.
Ligasyon reaksiyon karigimi bir saat 22°C’de gece
boyu inkiibasyona birakilmistir. Ertesi giin Sambrook ve
ark.nin” kimyasal transformasyon protokoliine gére
kompetan hiicre hazirlanmis ve protokole gore ligand

(lac operator|

Sekil 2. Ampisilin diren¢ geni icermeyen plazmid omurgasinin
gogaltilmasi ve primerlerin lokasyonlari.

kompetan hiicreye aktarilmistir. Transformasyon
sonrasi plazmid aktariimis bakterilerin se¢imi igin 10
ul/ml kloramfenikol iceren TSA besiyerine ekim yapil-
mis ve gece boyu 37°C’de inkiibasyona birakilmistir.

Transformantlarda plazmid kaynakl kloramfenikol
direncinin belirlenmesi: Secici besiyerinde (10 pg/ml
kloramfenikol iceren TSA) ¢ogalan transformantlara,
genotipik dogrulama igin spesifik primerlerle koloni
PCR yapilmistir. Pozitif sonug veren kolonilerden plaz-
mid izolasyonu yapilmistir. Plazmidler tek kesim yeri
olan EcoRl enzimi ile kesilmis ve boyutunu belirlemek
amaciyla %1’lik agaroz jelde yuritilmustir.

Tablo 2. Plazmid omurgasi cat, bla, gfp ve tsst PCR islemine ait 1sil dongii ve siire diyagrami.

PCR Dongiisii Cogaltilan fragman Sicaklik (°C) Sure (dakika) Dongl
ilk denatiirasyon Plazmid omurgasi, cat, bla, gfp, tsst 94 4 1
Denatiirasyon Plazmid omurgasi 94 0.5
cat, 94 0.5
bla, gfp, tsst 94 0.5
Baglanma Plazmid omurgasi 50 0.5 35
cat, 44 0.5
bla, gfp, tsst 50 0.5
Uzama Plazmid omurgasi 72 2
cat, 72 0.5
bla, gfp, tsst 72 0.5
Son uzama Plazmid omurgasi, cat, bla, gfp, tsst 72 6 1
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Rekombinant plazmid pozitif suslarin kloramfenikol
direng diizeyi mikrodillisyon yontemiyle belirlenmistir.

Ampisilin direng geninin (bla) pADU94’e klonlanmasi
ve transformasyonu: Ampisilin direnci saglayan bla
geni spesifik primerlerle Tablo 2’de belirtilen kosullar-
da PCR reaksiyonu ile gogaltiimistir. Tag polimerazla
cogaltilan amplikon 3’ ucundaki adenin nikleotidi T4
DNA polimeraz enzimi ile kesilerek kitlestirilmistir. Bu
amagla 1 pl T4 DNA polimeraz (1U), 4 ul 5X reaksiyon
tamponu, 1 ul dNTP karisimi (8 mM) ve 14 ul amplikon
kullanilmig ve 20 dakika boyunca 11°C’de inkiibe edil-
mistir. Katlestirilen amplikonlar fenol-kloroform-
isoamil alkol (25:24:1) ile saflastinimistir.

pADU94 plazmidinin linearizasyonu igin 10 ul plaz-
mid, 2 pl 10X buffer, 1 pl smal enzimi ve 7 pl steril su
kullanilmistir. Reaksiyon 37°C’de 1 saat boyunca
inktbe edilmistir. Sonrasinda fenol-kloroform-isoamil
alkol (25:24:1) ile saflastiriimistir.

Lineer 7 pl pADU94 plazmidi, kitlestirilmis 10 ul bla
amplikonu, 2 pl 10X T4 DNA ligaz tamponu ve 1 ul T4
DNA ligaz (5 Weiss U) kullanilarak ligasyon kurulmus-
tur ve gece boyunca 22°C’de inklbe edilmistir.
Sambrook ve ark/nin”’ kimyasal transformasyon
protokoliine gére pADU94Q0bla ligandi DH10B E. coli
susuna transforme edilmistir ve 10 pg/ml kloramfe-
nikol ve 100 pg/ml ampisilin igeren TSA segici besiye-
rine ekim yapilmistir. Gece boyu 37°C’de inkiibasyo-
na birakilmistir. Ertesi glin gogalan kolonilerden plaz-
mid izolasyonu yapilmis ve Hindlll restriksiyon enzimi
ile kesilerek 1%’lik agaroz jelde yUritilmustir.

pADU940bla plazmidi icerdigi dogrulanan transfor-
mantlarin ampisilin direng diizeyi mikrodillisyon yon-
temiyle belirlenmistir. Sonrasinda bu transformant-
larda bla geninin ekspresyonu sonucunda olusan
enzimin, beta laktam (penisilin) inaktivasyonunu ger-
ceklestirdigini gostermek amaciyla modifiye Hodge
testi yapilmistir®. Bu testte indikatér bakteri olarak
Micrococcus luteus, pozitif kontrol olarak pUC19
plazmidi igeren E. coli DH10B, negatif kontrol olarak
E. coli DH10B ve 10 pg penisilin iceren antibiyotik
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diski kullaniimstir.

gfp (Yesil Floresans Protein) ve tsst (Toksik Sok
Sendrom Toksini)’nin pADU94’e klonlanmasi ve
transformasyonu: gfp genini ¢ogaltmak icin bu calis-
mada dizayn edilen restriksiyon enzim bolgeleriyle
modifiye edilmis spesifik primer gifti (Tablo 1) kulla-
nilmis ve Tablo 2’te belirtilen kosullarda PCR reaksi-
yonu kurulmustur. Amplikonlarin restriksiyonu igin,
10 pl gfp amplikonu, 2 pl 10X buffer ve 1 pl BamHI, 1
ul Kpnl enzimi ve 6 pl steril su kullanilmistir. Klonlama
vektoéri pADU94 plazmidi de ayni kosullarda kesilmis
ve bu iki restriksiyon trinu fenol-kloroform-isoamil
alkol (25:24:1) saflastirmasi sirasinda birlestirilmistir.
Presipitasyondan sonra kesilmis vektor ve inserti
iceren pellet 17 pl distile suda restispanse edilmis ve
2 ul 10X T4 DNA ligaz tamponu, 1 pl T4 DNA ligaz (5
Weiss U) eklenerek 22°C’de gece boyu inkiibasyona
birakilmistir.

Bu calismada dizayn edilen ve restriksiyon enzim
kesim yeri eklenerek modifiye edilen spesifik primer-
ler (Tablo 1) kullanilarak tsst geni S. aureus ADUP5
susundan Tablo 2’de belirtilen kosullarda PCR ile
cogaltilmistir. Cogaltilan tsst amplikonu ve pADU94
vektord 10 pl DNA, 2 ul 10X buffer, 1 ul Hindlll, 1 pl
EcoRl ve 6 pl steril su kullanilarak 37°C’da 1 saat inki-
be edilerek kesilmistir. Restriksiyon enzimleriyle kesi-
len bu iki Grin fenol-kloroform-isoamil alkol (25:24:1)
saflastirmasi sirasinda birlestirilmis ve presipitasyon
sonrasi 17 pl su ile resiispanse edilmis, 2 pl 10X T4
DNA ligaz tamponu, 1 pl T4 DNA ligaz (5 Weiss U)
eklenerek 22°C’de gece boyu inkibasyona birakil-

mistir.

Transformasyon: pADU94Qgfp ve pADU94Qtsst
ligandlari E. coli DH10B susuna transforme edilmistir
ve final konsantrasyonu 10 pg/ml kloramfenikol, 1
mM izopropil-B-D-tiyogalaktopiranozit (IPTG) ve 50
pug/ml 5-bromo-4-kloro-3-indolil--D-galacktosidaz
(X-gal) olan TSA besiyerine ekim yapilmistir. Gece
boyu 37°C’de inklibasyona birakilmistir. Kloramfeni-
kollu besiyerinde biyliyen beyaz kolonilere m13F ve
m13R primer cifti kullanilarak koloni PCR yapilmistir.
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Sekil 3. Plazmid omurgasinin ve kloramfenikol direng geninin
PCR goriintiisi. 1 numarada ampisilin direng geni dislanmig
pUC19 plazmidi amplikonu (1800 bp), 2 numarada kloramfenikol
direng geni amplikonu (626 bp) Kullanilan markir sagda gosteril-
mektedir. M. Lambda-Pstl markir.

Beklenen boyutta bant goriilen kolonilerden, plaz-
mid izolasyonu yapilmis (Presto™ Mini Plasmid Kit)
ve pADU94Qgfp plazmidi BamHI-Kpnl enzimleriyle,
pADU94Qtsst plazmidi Hindlll-EcoRl enzimleriyle
kesilmistir. Buna ek olarak, pozitif sonuc¢ veren
pADU94Q0gfp plazmidi iceren hiicre UV 15181 altinda
goriantilenmistir.

BULGULAR

pADU94 plazmidinin eldesi: Kloramfenikol direng
geni ve vektor omurgasinin PCR rinleri %1’lik jelde
ylratilmis ve jelde goruntilenmistir. Kloramfenikol
direng geni 626 baz ciftlik (bg) ve vektér omurgasinin
1800 baz ciftlik beklenen boyutta gorintilenmistir
(Sekil 3). Kloramfenikol direng geni ve vektér omur-
gasinin ligasyonundan elde edilen Urinin transfor-
masyonu sonucunda 10 pug/ml kloramfenikollt besi-
yerinde ¢ogalan bakterilere cat spesifik primerleri ile
koloni PCR yapilmis ve PCR Grinleri 1%’lik jelde yirQ-
tllmustir. Yerlestirilen kloramfenikol direng geninin
varligi dogrulanmistir. Pozitif sonug veren koloniler-
den biri secilerek plazmid izolasyonu gergeklestiril-

Sekil 4. pADU94 plazmidinin lineer ve sirkiiler formu. 1 numa-
rada linearize edilmis pADU94 plazmidi (2426 bp) ve 2 numara-
da plazmidin linearize edilmemis hali gosterilmektedir.
Kullanilan markir sagda gosterilmektedir. M. Lambda-Pstl markir.

mistir. Bu plazmid c¢oklu klonlama bolgesinde tek
kesim yeri bulunan Hindlll enzimi ile kesilmis ve kesil-
memis halde %1’lik agaroz jelde ylritilmustir. Sekil
4’te Hindlll enzimi ile kesilmis pADU94 plazmidi 2426
baz ciftlik beklenen boyutta ve pADU94 plazmidi sir-
kiler ve stipercoiled yapida farkli konformasyonlarda
gorilmektedir. Sekil 5'te ise insa edilen vektoriin
haritasi goriilmektedir.

Klonlanan cat geni icerisinde ¢oklu klonlama bolge-
sindeki restriksiyon enzim bdlgeleri olmadigi igin bu
enzimler klonlama igin elverislidir (Sekil 5). Buna ek
olarak, yerlestirilen kloramfenikol direng geni sekansi
sonunda Sacll enzim kesim bdlgesi bulunmaktadir.

pADU94 vektoriniin bulundugu transformantlarda
kloramfenikol MiK degerinin 2 pg/ml'den 64 g/
ml’ye ciktigl saptanmistir.

bla geninin pADU94 vektorine klonlanmasi: %1’lik
jelde bla amplikonu beklenen 816 b¢’lik boyutlarda
gorianttlenmistir. bla amplikonunun pADU94 vekto-
riine klonlanmasiyla elde edilen plazmidin boyutunu
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Hindlll (233)
Sphi (443)
Pstl-Sbfl (249)
Sall (251)
Hincll (253)
Xbal (257)
BamHI (263)
Smal (270)
Kpnl (276)
Sacl (282)
EcoRl (284)

PADUY4
2426 bp

s,
sacll (1513)

Sekil 5. pADU94 vektoriiniin haritasi.

belirlemek amaciyla Hindlll restriksiyon enzimi ile
kesim gergeklestirilmistir ve vektdriun lineer ve sirka-
ler hali 1%'lik jelde gorlintilenmistir (Sekil 6).

pADU940bla vektérinin bulundugu transformant-
larda ampisilin MiK degerinin 8 pg/ml’den 64 pg/
ml’ye ¢iktigl saptanmistir. Modifiye Hodge testi sonu-
cunda, negatif kontrol olarak kullanilan plazmid icer-
meyen DH10B gevresinde mikrokok bliyimesi goz-
lenmemis ve pozitif kontrol olarak kullanilan pUC19
plazmidi iceren DH10B ¢evresinde ise mikrokoklarin
blyldigu gozlenmistir. pADU94Qbla plazmidi igerdi-
gi dogrulanan transformantlarin ¢evresinde ise mik-
rokoklarin blyudigu gozlenmistir (Sekil 7).

gfp (Yesil Floresans Protein) ve tsst (Toksik Sok
Sendrom Toksini)’nin klonlanmasi: Cogaltilan gfp
geni pADU94 icerisine klonlanmis ve plazmidin insert
aldigi segici besiyerindeki beyaz kolonilere m13F ve
m13R primer cifti ile koloni PCR ile 717 baz ciftlik gfp
banti cogaltilarak gosterilmistir. PCR’da pozitif sonug
veren kolonilerden birinden elde edilen plazmid
BamHI ve Kpnl enzimleri ile kesilmis ve 1%’lik jelde
yuratilmustir. pADU94 2426 bg'lik boyutta ve gfp
717 b¢'lik beklenen boyutlarda goérintilenmistir
(Sekil 8). pADU94Qgfp plazmidini igeren hiicreler,
gfp ekspresyonunu gozlemlemek amaci ile UV isinla-
rina maruz birakilmis ve yesil parlama gozlenmistir
(Sekil 8).
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Sekil 6. pADU94QObla plazmidinin sirkiiler ve lineer formu. 1
numarada pADU94Qbla plazmidinin linearize edilmemis hali ve
2 numarada pADU94Qbla plazmidinin lineer hali beklenen 3242
b¢’lik boyuttadir. M. Lambda-Pstl markar.

Sekil 7. pADU94Qbla plazmidi iceren transformantlara yapilan
Modifiye Hodge testi sonucu gériilen zonlar. A (pADU94Qbla)
ve C (pUC19) ile gosterilen suglar inaktivasyon geni bla icer-
mekte ve B ve D suglari icermemektedir. B-laktamaz geni iceren
suslarin inhibisyon zonu iginde kalan béliimlerinde Micrococcus
luteus iiremesi gozlenmektedir. pADU94Qbla plazmidi iceren
transformantlar: pADU94Qbla, negatif kontrol: Escherichia coli
DH10B, pozitif kontrol: pUC19 vektorii igeren Escherichia coli
DH10B.
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Sekil 8. pADU94Qgfp plazmidini iceren transformantlarin UV
15181 altinda yesil parlama gorintisii.

pADU940Otsst klonlamasinda olusan beyaz kolonilere
m13F ve m13R primer cifti ile koloni PCR yapilmistir
ve beklenen 708 bg¢’lik boyutta bant gozlenmistir.
PCR’da pozitif sonug veren kolonilerden birinden
elde edilen plazmid, EcoRI ve Hindlll enzimleri ile
kesilmis ve 1%'lik jelde yuritulmustir. pADU94 2426
b¢’lik boyutta ve tsst 708 bg’lik beklenen boyutlarda
goriantilenmistir (Sekil 9).

TARTISMA

Rekombinant DNA calismalari 1960’ yillarda basla-
mistir. Rekombinant DNA'lar, biyoteknoloji ve biyo-
mihendislik gibi alanlarda siklikla kullanilmakta ve
farkli sektérlerde kullanilabilen Grlnler elde edil-
mektedir. Bu rekombinant DNA’larin yapimi ve trans-
feri icin vektorler kullanilmaktadir®. Gereksinime
gore vektorler manipiile edilmekte ve insa
edilmektedir®®, Vektér kullanim alanlarindan biri
bilinmeyen direnc genlerinin karakterizasyon amach
klonlanmasi veya bilinen direng genlerinin klonlana-
rak 6zelliklerinin arastiriimasidir,

Gunlmuizde beta laktam direng genleri, enfeksiyon
ve cevre bakterilerinde yaygin olarak bulunmakta-
dirt*?, Bu genlerin klonlanmasi icin markir olarak beta

Sekil 9. pADU94Qgfp ve pADU94Qtsst plazmidlerinin kesilme-
mis ve klonlamada kullanilan restriksiyon enzimleri ile kesilmig
formlari. 1 numarada kesilmemis pADU94Qgfp plazmidi, 2
numarada pADU94Qgfp plazmidinin BamHI ve Kpnl enzimleri
ile kesilmis formu, 3 numarada pADU94Qtsst plazmidi, 4 numa-
rada pADU94Qtsst plazmidinin EcoRl ve Hindlll enzimleri ile
kesilmis formu 1%’lik jelde goriintiilenmistir. M. Lambda-Pst|
markir.

laktam direng geni icermeyen vektorlere gereksinim
duyulmaktadir. Beta laktam direng geni icermeyen
vektor icin diger bir gereklilik ise, ozellikle ampisilin
Uretiminin son yillarda azalmasi ve saglanmasinda
zorluk yasanmasidir. Bu calismada, beta laktam disi bir
markir iceren vektor olusturmak igin dizayn edilen
vektoriin kloramfenikol direng geni icermesi hedeflen-
mis ve pADU94 vektori olusturulmustur.

Yuksek kopya sayili olmasi ve mavi beyaz goriintile-
meye olanak vermesi nedeniyle pUC tirevli vektorler
siklikla gen klonlanmasinda kullaniimaktadir. Buna ek
olarak, kigik boyutlu yapisiyla transformasyon basa-
risini artirmasi nedeniyle tercih nedenidir. Bu vektor-
lerden biri olan pUC19 vektori ise antibiyotik direng
genlerinin klonlanmasinda kullaniimaktadir fakat
beta laktam direng genlerinin klonlanmasi bu vektor
ile gergeklestirilememektedir. Bu ¢alismada dizayn
edilen vektore beta laktam direng geninin yerine
kloramfenikol diren¢ geni yerlestirilmistir. pUC19
vektorli sinyal peptidine sahip olan beta laktam
direng geni icermesi nedeniyle hiicre disina salgilan-
makta ve koloni gevresinde satellite olusumuna
neden olmaktatir. Bu da kontaminasyon riskini
arttirmaktadir®. Kloramfenikol asetil transferaz ise
etkinligini hiicre icinde gosterdigi icin satellite koloni-
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lerin Gremesine olanak vermemektedir®?,

Konstriksiyon metodu ise, geleneksel restriksiyon
yontemleriyle vektér dizaynindan farklidir.
Olusturulacak vektdér omurgasi PCR yoluyla elde edil-
mistir. Kloramfenikol direng geninin yerlestirilecegi
bélgenin ribozomal baglanma bdlgesi ve promotér
sekansi icermesi dikkate alinmis ve calismada kulla-
nilacak primerler ona goére olarak dizayn edilmistir.
Bu calismada kullanilan ve ayrintili olarak anlatilan
vektor markiri degistirme yontemi laboratuvarlarin
gereksinimlerine gore vektor olusturabilmelerine
olanak veren, molekiler bolimu olan her laboratu-
varda rahatlkla kullanilabilecek bir yontemdir.

pADU94 vektoriiniin mavi beyaz secilimde etkin
oldugunu ispatlamak amaciyla tsst klonlamasi yapil-
mis ve elde edilen beyaz kolonilerin pADU94Qtsst
oldugu plazmid izolasyonu ile dogrulanmistir. Ayni
zamanda, ekspresyon varligini ortaya koymak amaci
ile vektore gfp geni klonlanmistir. Plazmid izolasyonu
ile pozitif sonug veren érneklerin UV isik altinda par-
lama yapmasiyla pADU94’lin ekspresyon calismala-
rinda da kullanilabilecegi gosterilmistir.

Bu calismanin sonucu, beta laktam direng genlerinin
klonlanmasi igin vektor konstriksiyonudur. pUC19’da
bulunan beta laktam direng geni pADU94 vektoriine
klonlanmig ve transformantlara modifiye Hodge testi
ile uygulanmistir. Bu testte, bla geninin ekspresyonu
sonucu salgilanan beta laktamaz enzimlerinin penisi-
lini parcaladigi, bu sayede penisiline hassas M. luteus
bakterilerinin penisilin inhibisyon zonu igerisinde
bulunan transformantlar yakininda buyuyebildigi
tespit edilmistir. Boylece, beta laktam direng geninin
pADU94 icine klonlanmasiyla insa edilen vektoriin
amacina ulastig gosterilmistir.

Olusturulan vektore, beta-laktam diren¢ geni (bla)
klonlanmistir ve pADU94 vektériiniin beta-laktam
direng genlerinin klonlanmasi igin uygun bir aday
oldugu kanitlanmistir. Sonug olarak, bir vektorin
markirinin gereksinime gore, kolay bir yontemle
degistirilebilecegi bu calisma ile gosterilmistir.
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