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ÖZ

Amaç: Günümüzde genellikle ampisilin ve kanamisin direnç geni içeren vektörler klonlama amacıyla 
yaygın olarak kullanılmaktadır. Bu çalışmanın temel amacı, farklı bir direnç markırı, kloramfenikol direnç 
geni taşıyan, beta-laktam direnç genlerinin de klonlanabileceği bir vektör oluşturmaktır.
Yöntem: Çalışmada, vektör omurgası için pUC19 ve transformasyon için Escherichia coli DH10B kullanıl-
mıştır. pUC19 plazmidi bla geni haricinde invers PCR yoluyla çoğaltılmış ve vektör omurgası olarak kul-
lanılmıştır. Bu omurgaya kloramfenikol direnç geni (cat) eklenmiştir. Oluşan pADU94 plazmidi E. coli 
DH10B bakterisine aktarılmış ve transformantlar 10 µg/ml kloramfenikol içeren besiyerinde seçilmiştir. 
Konstrüksiyonu yapılan pADU94 vektörününe bla, gfp ve tsst klonlanmıştır. Klonlanan genlerin ekspres-
yonu gfp için UV altında yeşil parlamanın varlığı ile test edilmiş ve bla için penisilin inaktivasyonu modi-
fiye Hodge testiyle gösterilmiştir.
Bulgular: Oluşturulan pADU94 vektörü E. coli DH10B bakterisine aktarılmış, plazmid varlığı ekstraksi-
yonla doğrulanan transformantlarda kloramfenikol minimum inhibisyon konsantrasyonu (MİK) değeri-
nin 2 µg/ml’den 64 µg/ml’ye çıktığı saptanmıştır. pADU94 içerisine bla, gfp ve tsst genlerinin klonlandı-
ğı M13 PCR ve plazmid ekstraksiyonuyla doğrulanmıştır. E. coli DH10B’ye bla geni aktarılması ile ampi-
silin MİK düzeyi 8 µg/ml’den ≥128 µg/ml’ye çıkmıştır. Ayrıca klonlanan beta-laktamaz geninin işlevselli-
ği modifiye Hodge testiyle doğrulanmıştır. pADU94 plazmidiyle mavi-beyaz seçilim yapılabileceği tsst 
geninin klonlanmasıyla gösterilmiş ve beyaz kolonilerden plazmid ekstraksiyonu yapılarak tsst geninin 
insert olarak varlığı doğrulanmıştır. Klonlanan gfp geninin eksprese olduğu ise UV altında yeşil parlama 
görülmesiyle doğrulanmıştır.
Sonuç: Elde edilen sonuçlara göre, konstrükte edilen kloramfenikol direnç geni markırı içeren pADU94 
vektörü, mavi-beyaz koloni seçimi ve gen ekspresyonu kapasitesine sahip bir vektördür. pADU94 vektö-
rünün gen ekspresyonunda ve DNA fragman klonlanmasında kullanılabileceği gösterilmiştir. Bu plazmi-
din ayrıca bilinmeyen beta-laktam direnç genlerinin klonlanarak karakterize edilmesinde ya da bilinen 
beta-laktam direnç genlerinin klonlama vasıtasıyla özelliklerinin araştırılmasında kullanılabilecek uygun 
bir vektör olduğu belirlenmiştir. Bu çalışma ile farklı direnç markırlı vektörlerin laboratuvarda nasıl 
oluşturulabileceği okurların bilgisine sunulmuştur.

Anahtar kelimeler: Klonlama vektörü, 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 µg/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 µg/ml to 64 µg/ml. 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.
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GİRİŞ

Günümüzde, pUC türevi vektörler, Escherichia coli 

bakterisine DNA klonlama deneylerinde en yaygın 

kullanılan vektörlerdendir. Bu vektörün avantajları 

ise; yüksek kopya sayılı olması, çoklu klonlama bölge-

sinde çeşitli restriksiyon enzim kesim bölgeleri içer-

mesi ve mavi-beyaz görüntüleme ile insert almış 

plazmidin belirlenebilmesidir(1). Bu vertörlerin bazı 

dezavantajları da vardır. Bunlardan biri, pUC19 vek-

törünün içerdiği beta-laktam direnç geni (bla) nede-

niyle, başka bir beta-laktam direnç geninin klonlan-

masına olanak vermemesidir(2). Bir diğer dezavantaj 

ise, vektördeki sinyal peptidi içeren beta-laktamaz 

enziminin konak hücre tarafında hücre dışına salgıla-

masıyla koloni etrafında ampisilinsiz bölge oluşması 

ve plazmid içermeyen “satellite” kolonilerin de trans-

formantların yanında çoğalarak yalancı pozitif sonuç-

lara neden olmasıdır. Aynı nedenle, sıvı besiyerinde 

ampisilinin etkisiz metabolitlerine dönüştürülmesi, 

plazmidi içermeyen bakterilerin içerenlerden daha 

hızlı üremesiyle besiyerinde hâkimiyet kazanmaları-

na neden olabilmektedir(3). 

Kloramfenikol antibiyotiği, bakteri ribozomunun 50S 

altünitesine bağlanarak protein sentezini inhibe eder(4). 

Kloramfenikol direnci sağlayan kloramfenikol asetil 

transferaz enzimi ise kloramfenikolü asetilleyerek ribo-

zomun 50S alt ünitesine bağlanmasını engellemekte-

dir(5). Kazandırdığı direncin yanı sıra cat geni farklı pro-

motörlerin aktivitesini belirlenmesi için reporter gen 

olarak da kullanılabilmektedir(6). pBC KS/SK(-/+) vektör 

serisi gibi kloramfenikol direnç genini markır olarak 

içeren ticari vektörler (Agilent vb.) bulunmaktadır. 

Bu çalışmanın temel amacı, markır olarak kloramfe-

nikol direnç geni içeren, çoklu klonlama bölgesi 

bütünlüğü bozulmamış ve mavi-beyaz görüntüleme 

imkanı veren yeni bir vektör inşa etmek ve araştırma-

cıların hizmetine sunmaktır. 

GEREÇ ve YÖNTEM

Kloramfenikol direnç geninin PCR yoluyla çoğaltıl-

ması: Kloramfenikol dirençli Staphylococcus aureus 

ADU-M38 suşu triptik soy agar (TSA) katı besiyerine 

ekilerek gece boyu 37°C’de inkübe edilmiştir. Elde 

edilen petriden tek bir koloni triptik soy broth (TSB) 

sıvı besiyerine ekilerek gece boyu 37°C’de inkübe 

edilmiştir. Kültürlenmiş bakteriden fenol-kloroform-

isoamil alkol (25:24:1) yöntemi ile DNA izolasyonu 

yapılmış ve etanol presipitasyonu ile elde edilen DNA 

saflaştırılmıştır. Elde edilen DNA’dan cat geni yeni 

dizayn edilen primer çifti yardımıyla (Tablo 1) Tablo 

2’deki koşullarda polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) 

ile çoğaltılmıştır (Şekil 1).

Ampisilin direnç geni içermeyen plazmid omurgası-

nın PCR yoluyla çoğaltılması: pUC19 plazmidinden 

markırsız plazmid omurgası çoğaltmak için dizayn 

edilen spesifik primerlerle (Tablo 1) Tablo 2’de belir-

tilen koşullarda çoğaltılmıştır.

Amplikonların kütleştirilmesi ve 5’ uçlarının fosfori-

lasyonu: Taq polimerazla çoğaltılan plazmid omurga-

sı ve cat amplikonunun 3’ ucundaki adenin nükleoti-

di uzantısı T4 DNA polimeraz enzimi ile kütleştirilmiş-

tir. Bu amaçla her iki amplikon örneğinden 14 μl 

alınmış ve 1 μl T4 DNA polimeraz (1U), 4 μl 5X reak-

siyon tamponu, 1 μl dNTP karışımı (8 mM) eklenerek 

20 dakika boyunca 11°C’de inkübe edilmiştir. 

Kütleştirilen amplikonlar fenol-kloroform-isoamil 

 Şekil 1. Kloramfenikol direnç geninin PCR yoluyla çoğaltılması ve primerlerinin lokasyonu.

 
catR catF 



29

H. Salih ve ark., pADU94, Klonlama ve Ekspresyon Vektörü

alkol (25:24:1) ile saflaştırılıp birleştirildikten sonra 

T4 polinükleotid kinaz ile fosforilasyona maruz bıra-

kılmıştır. Fosforilasyon reaksiyonu için 1 μl T4 poli-

nükleotid kinaz (10 U), 2 μl 10X reaksiyon tamponu, 

2 μl ATP (10 mM) ve 15 μl kütleştirilmiş amplikon 

DNA’sı kullanılmış ve 20 dakika boyunca 37°C’de 

inkübe edilmiştir. Fosforlanmış ürünler fenol-

kloroform-isoamil alkol (25:24:1) ile saflaştırılmıştır.

Kütleştirilmiş ve fosforlanmış amplikonların ligasyo-

nu ve DH10B suşuna aktarılması: Saflaştırılmış küt 

ve fosforlu ürünlerin ligasyonunda 2 μl 10X T4 DNA 

ligaz tamponu, 1 μl T4 DNA ligaz (5 Weiss U), 1 μl 

%50 PEG 4000 solüsyonu ve 16 μl DNA kullanılmıştır. 

Ligasyon reaksiyon karışımı bir saat 22°C’de gece 

boyu inkübasyona bırakılmıştır. Ertesi gün Sambrook ve 

ark.nın(7) kimyasal transformasyon protokolüne göre 

kompetan hücre hazırlanmış ve protokole göre ligand 

Tablo 1. Çalışmada kullanılan primerler ve sekansları.

Primer
Adı

cat-F
cat-R
omg-F
omg-R
bla-F
bla-R
gfp-F
gfp-R
tsst-F
tsst-R
m13F
m13R

Sekansı 

5’ – ATGACTTTTAATATTATTG – 3’
5’ –AATCCGCGGCTAAATCCAATCATCTAC– 3’
5’ – CTGTCAGACCAAGTTTAC – 3’
5’ – ACTCATACTCTTCCTTTTTC– 3’
5’ –GCACTTTTCGGGGAAATGTG– 3’
5’ –GACAGTTACCAATGCTTAAT– 3’
5’ – GAGGATCCAATGAGTAAAGGAGAAG – 3’
5’ – ATTGGTACCTTATTTGTATAGTTCATCC – 3’
5’ –TCGAATTCATGAATAAAAAATTACTAATG – 3’
5’ –TCAAGCTTTTAATTAATTTCTGCTTC – 3’
5’ –GTAAAACGACGGCCAGT – 3’
5’ –GAGCGGATAACAATTTCACACAGG – 3’

Referans

Bu çalışma
Bu çalışma
Bu çalışma
Bu çalışma
Bu çalışma
Bu çalışma
Bu çalışma
Bu çalışma
Bu çalışma
Bu çalışma
Vieira et al.(1)

Vieira et al.(1)

Tablo 2. Plazmid omurgası cat, bla, gfp ve tsst PCR işlemine ait ısıl döngü ve süre diyagramı.

PCR Döngüsü

İlk denatürasyon

Denatürasyon

Bağlanma 

Uzama

Son uzama

Çoğaltılan fragman

Plazmid omurgası, cat, bla, gfp, tsst

Plazmid omurgası
cat, 
bla, gfp, tsst

Plazmid omurgası
cat, 
bla, gfp, tsst

Plazmid omurgası
cat, 
bla, gfp, tsst

Plazmid omurgası, cat, bla, gfp, tsst 

Sıcaklık (°C)

94

94
94
94

50
44
50

72
72
72

72

Süre (dakika)

4

0.5
0.5
0.5

0.5
0.5
0.5

2
0.5
0.5

6

Döngü

1

35

1

Şekil 2. Ampisilin direnç geni içermeyen plazmid omurgasının 
çoğaltılması ve primerlerin lokasyonları.

 

 

pUC-F 
pUC-R 

 

pUC-F 
pUC-R 

kompetan hücreye aktarılmıştır. Transformasyon 

sonrası plazmid aktarılmış bakterilerin seçimi için 10 

μl/ml kloramfenikol içeren TSA besiyerine ekim yapıl-

mış ve gece boyu 37°C’de inkübasyona bırakılmıştır.

Transformantlarda plazmid kaynaklı kloramfenikol 

direncinin belirlenmesi: Seçici besiyerinde (10 μg/ml 

kloramfenikol içeren TSA) çoğalan transformantlara, 

genotipik doğrulama için spesifik primerlerle koloni 

PCR yapılmıştır. Pozitif sonuç veren kolonilerden plaz-

mid izolasyonu yapılmıştır. Plazmidler tek kesim yeri 

olan EcoRI enzimi ile kesilmiş ve boyutunu belirlemek 

amacıyla %1’lik agaroz jelde yürütülmüştür. 
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Rekombinant plazmid pozitif suşların kloramfenikol 

direnç düzeyi mikrodilüsyon yöntemiyle belirlenmiştir.

Ampisilin direnç geninin (bla) pADU94’e klonlanması 

ve transformasyonu: Ampisilin direnci sağlayan bla 

geni spesifik primerlerle Tablo 2’de belirtilen koşullar-

da PCR reaksiyonu ile çoğaltılmıştır. Taq polimerazla 

çoğaltılan amplikon 3’ ucundaki adenin nükleotidi T4 

DNA polimeraz enzimi ile kesilerek kütleştirilmiştir. Bu 

amaçla 1 μl T4 DNA polimeraz (1U), 4 μl 5X reaksiyon 

tamponu, 1 μl dNTP karışımı (8 mM) ve 14 μl amplikon 

kullanılmış ve 20 dakika boyunca 11°C’de inkübe edil-

miştir. Kütleştirilen amplikonlar fenol-kloroform-

isoamil alkol (25:24:1) ile saflaştırılmıştır. 

pADU94 plazmidinin linearizasyonu için 10 μl plaz-

mid, 2 μl 10X buffer, 1 μl smaI enzimi ve 7 μl steril su 

kullanılmıştır. Reaksiyon 37°C’de 1 saat boyunca 

inkübe edilmiştir. Sonrasında fenol-kloroform-isoamil 

alkol (25:24:1) ile saflaştırılmıştır.

Lineer 7 μl pADU94 plazmidi, kütleştirilmiş 10 μl bla 

amplikonu, 2 μl 10X T4 DNA ligaz tamponu ve 1 μl T4 

DNA ligaz (5 Weiss U) kullanılarak ligasyon kurulmuş-

tur ve gece boyunca 22°C’de inkübe edilmiştir. 

Sambrook ve ark.’nın(7) kimyasal transformasyon 

protokolüne göre pADU94Ωbla ligandı DH10B E. coli 

suşuna transforme edilmiştir ve 10 μg/ml kloramfe-

nikol ve 100 μg/ml ampisilin içeren TSA seçici besiye-

rine ekim yapılmıştır. Gece boyu 37°C’de inkübasyo-

na bırakılmıştır. Ertesi gün çoğalan kolonilerden plaz-

mid izolasyonu yapılmış ve HindIII restriksiyon enzimi 

ile kesilerek 1%’lik agaroz jelde yürütülmüştür.

pADU94Ωbla plazmidi içerdiği doğrulanan transfor-

mantların ampisilin direnç düzeyi mikrodilüsyon yön-

temiyle belirlenmiştir. Sonrasında bu transformant-

larda bla geninin ekspresyonu sonucunda oluşan 

enzimin, beta laktam (penisilin) inaktivasyonunu ger-

çekleştirdiğini göstermek amacıyla modifiye Hodge 

testi yapılmıştır(8). Bu testte indikatör bakteri olarak 

Micrococcus luteus, pozitif kontrol olarak pUC19 

plazmidi içeren E. coli DH10B, negatif kontrol olarak 

E. coli DH10B ve 10 μg penisilin içeren antibiyotik 

diski kullanılmıştır. 

gfp (Yeşil Floresans Protein) ve tsst (Toksik Şok 

Sendrom Toksini)’nin pADU94’e klonlanması ve 

transformasyonu: gfp genini çoğaltmak için bu çalış-

mada dizayn edilen restriksiyon enzim bölgeleriyle 

modifiye edilmiş spesifik primer çifti (Tablo 1) kulla-

nılmış ve Tablo 2’te belirtilen koşullarda PCR reaksi-

yonu kurulmuştur. Amplikonların restriksiyonu için, 

10 μl gfp amplikonu, 2 μl 10X buffer ve 1 μl BamHI, 1 

μl KpnI enzimi ve 6 μl steril su kullanılmıştır. Klonlama 

vektörü pADU94 plazmidi de aynı koşullarda kesilmiş 

ve bu iki restriksiyon ürünü fenol-kloroform-isoamil 

alkol (25:24:1) saflaştırması sırasında birleştirilmiştir. 

Presipitasyondan sonra kesilmiş vektör ve inserti 

içeren pellet 17 μl distile suda resüspanse edilmiş ve 

2 μl 10X T4 DNA ligaz tamponu, 1 μl T4 DNA ligaz (5 

Weiss U) eklenerek 22°C’de gece boyu inkübasyona 

bırakılmıştır. 

Bu çalışmada dizayn edilen ve restriksiyon enzim 

kesim yeri eklenerek modifiye edilen spesifik primer-

ler (Tablo 1) kullanılarak tsst geni S. aureus ADUP5 

suşundan Tablo 2’de belirtilen koşullarda PCR ile 

çoğaltılmıştır. Çoğaltılan tsst amplikonu ve pADU94 

vektörü 10 μl DNA, 2 μl 10X buffer, 1 μl HindIII, 1 μl 

EcoRI ve 6 μl steril su kullanılarak 37°C’da 1 saat inkü-

be edilerek kesilmiştir. Restriksiyon enzimleriyle kesi-

len bu iki ürün fenol-kloroform-isoamil alkol (25:24:1) 

saflaştırması sırasında birleştirilmiş ve presipitasyon 

sonrası 17 μl su ile resüspanse edilmiş, 2 μl 10X T4 

DNA ligaz tamponu, 1 μl T4 DNA ligaz (5 Weiss U) 

eklenerek 22°C’de gece boyu inkübasyona bırakıl-

mıştır. 

Transformasyon: pADU94Ωgfp ve pADU94Ωtsst 

ligandları E. coli DH10B suşuna transforme edilmiştir 

ve final konsantrasyonu 10 μg/ml kloramfenikol, 1 

mM izopropil-β-D-tiyogalaktopiranozit (IPTG) ve 50 

μg/ml 5-bromo-4-kloro-3-indolil--D-galacktosidaz 

(X-gal) olan TSA besiyerine ekim yapılmıştır. Gece 

boyu 37°C’de inkübasyona bırakılmıştır. Kloramfeni-

kollü besiyerinde büyüyen beyaz kolonilere m13F ve 

m13R primer çifti kullanılarak koloni PCR yapılmıştır. 
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Beklenen boyutta bant görülen kolonilerden, plaz-

mid izolasyonu yapılmış (Presto™ Mini Plasmid Kit) 

ve pADU94Ωgfp plazmidi BamHI-KpnI enzimleriyle, 

pADU94Ωtsst plazmidi HindIII-EcoRI enzimleriyle 

kesilmiştir. Buna ek olarak, pozitif sonuç veren 

pADU94Ωgfp plazmidi içeren hücre UV ışığı altında 

görüntülenmiştir. 

BULGULAR

pADU94 plazmidinin eldesi: Kloramfenikol direnç 

geni ve vektör omurgasının PCR ürünleri %1’lik jelde 

yürütülmüş ve jelde görüntülenmiştir. Kloramfenikol 

direnç geni 626 baz çiftlik (bç) ve vektör omurgasının 

1800 baz çiftlik beklenen boyutta görüntülenmiştir 

(Şekil 3). Kloramfenikol direnç geni ve vektör omur-

gasının ligasyonundan elde edilen ürünün transfor-

masyonu sonucunda 10 μg/ml kloramfenikollü besi-

yerinde çoğalan bakterilere cat spesifik primerleri ile 

koloni PCR yapılmış ve PCR ürünleri 1%’lik jelde yürü-

tülmüştür. Yerleştirilen kloramfenikol direnç geninin 

varlığı doğrulanmıştır. Pozitif sonuç veren koloniler-

den biri seçilerek plazmid izolasyonu gerçekleştiril-

miştir. Bu plazmid çoklu klonlama bölgesinde tek 

kesim yeri bulunan HindIII enzimi ile kesilmiş ve kesil-

memiş hâlde %1’lik agaroz jelde yürütülmüştür. Şekil 

4’te HindIII enzimi ile kesilmiş pADU94 plazmidi 2426 

baz çiftlik beklenen boyutta ve pADU94 plazmidi sir-

küler ve süpercoiled yapıda farklı konformasyonlarda 

görülmektedir. Şekil 5’te ise inşa edilen vektörün 

haritası görülmektedir. 

Klonlanan cat geni içerisinde çoklu klonlama bölge-

sindeki restriksiyon enzim bölgeleri olmadığı için bu 

enzimler klonlama için elverişlidir (Şekil 5). Buna ek 

olarak, yerleştirilen kloramfenikol direnç geni sekansı 

sonunda SacII enzim kesim bölgesi bulunmaktadır.

pADU94 vektörünün bulunduğu transformantlarda 

kloramfenikol MİK değerinin 2 µg/ml’den 64 µg/

ml’ye çıktığı saptanmıştır.

bla geninin pADU94 vektörüne klonlanması: %1’lik 

jelde bla amplikonu beklenen 816 bç’lik boyutlarda 

görüntülenmiştir. bla amplikonunun pADU94 vektö-

rüne klonlanmasıyla elde edilen plazmidin boyutunu 

 
Şekil 3. Plazmid omurgasının ve kloramfenikol direnç geninin 
PCR görüntüsü. 1 numarada ampisilin direnç geni dışlanmış 
pUC19 plazmidi amplikonu (1800 bp), 2 numarada kloramfenikol 
direnç geni amplikonu (626 bp) Kullanılan markır sağda gösteril-
mektedir. M. Lambda-PstI markır.

 Şekil 4. pADU94 plazmidinin lineer ve sirküler formu. 1 numa-
rada linearize edilmiş pADU94 plazmidi (2426 bp) ve 2 numara-
da plazmidin linearize edilmemiş hali gösterilmektedir. 
Kullanılan markır sağda gösterilmektedir. M. Lambda-PstI markır.
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belirlemek amacıyla HindIII restriksiyon enzimi ile 

kesim gerçekleştirilmiştir ve vektörün lineer ve sirkü-

ler hâli 1%’lik jelde görüntülenmiştir (Şekil 6). 

pADU94Ωbla vektörünün bulunduğu transformant-

larda ampisilin MİK değerinin 8 µg/ml’den 64 µg/

ml’ye çıktığı saptanmıştır. Modifiye Hodge testi sonu-

cunda, negatif kontrol olarak kullanılan plazmid içer-

meyen DH10B çevresinde mikrokok büyümesi göz-

lenmemiş ve pozitif kontrol olarak kullanılan pUC19 

plazmidi içeren DH10B çevresinde ise mikrokokların 

büyüdüğü gözlenmiştir. pADU94Ωbla plazmidi içerdi-

ği doğrulanan transformantların çevresinde ise mik-

rokokların büyüdüğü gözlenmiştir (Şekil 7).

gfp (Yeşil Floresans Protein) ve tsst (Toksik Şok 

Sendrom Toksini)’nin klonlanması: Çoğaltılan gfp 

geni pADU94 içerisine klonlanmış ve plazmidin insert 

aldığı seçici besiyerindeki beyaz kolonilere m13F ve 

m13R primer çifti ile koloni PCR ile 717 baz çiftlik gfp 

bantı çoğaltılarak gösterilmiştir. PCR’da pozitif sonuç 

veren kolonilerden birinden elde edilen plazmid 

BamHI ve KpnI enzimleri ile kesilmiş ve 1%’lik jelde 

yürütülmüştür. pADU94 2426 bç’lik boyutta ve gfp 

717 bç’lik beklenen boyutlarda görüntülenmiştir 

(Şekil 8). pADU94Ωgfp plazmidini içeren hücreler, 

gfp ekspresyonunu gözlemlemek amacı ile UV ışınla-

rına maruz bırakılmış ve yeşil parlama gözlenmiştir 

(Şekil 8). 

Şekil 5. pADU94 vektörünün haritası.
 

HindIII (233)
SphI (443)
PstI-SbfI (249)
SalI (251)
HincII (253)
XbaI (257)
BamHI (263)
SmaI (270)
KpnI (276)
SacI (282)
EcoRI (284)

sacII (1513)

 Şekil 6. pADU94Ωbla plazmidinin sirküler ve lineer formu. 1 
numarada pADU94Ωbla plazmidinin linearize edilmemiş hâli ve 
2 numarada pADU94Ωbla plazmidinin lineer hali beklenen 3242 
bç’lik boyuttadır. M. Lambda-PstI markır.

 
Şekil 7. pADU94Ωbla plazmidi içeren transformantlara yapılan 
Modifiye Hodge testi sonucu görülen zonlar. A (pADU94Ωbla) 
ve C (pUC19) ile gösterilen suşlar inaktivasyon geni bla içer-
mekte ve B ve D suşları içermemektedir. Β-laktamaz geni içeren 
suşların inhibisyon zonu içinde kalan bölümlerinde Micrococcus 
luteus üremesi gözlenmektedir. pADU94Ωbla plazmidi içeren 
transformantlar: pADU94Ωbla, negatif kontrol: Escherichia coli 
DH10B, pozitif kontrol: pUC19 vektörü içeren Escherichia coli 
DH10B.
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pADU94Ωtsst klonlamasında oluşan beyaz kolonilere 

m13F ve m13R primer çifti ile koloni PCR yapılmıştır 

ve beklenen 708 bç’lik boyutta bant gözlenmiştir. 

PCR’da pozitif sonuç veren kolonilerden birinden 

elde edilen plazmid, EcoRI ve HindIII enzimleri ile 

kesilmiş ve 1%’lik jelde yürütülmüştür. pADU94 2426 

bç’lik boyutta ve tsst 708 bç’lik beklenen boyutlarda 

görüntülenmiştir (Şekil 9).

TARTIŞMA

Rekombinant DNA çalışmaları 1960’lı yıllarda başla-

mıştır. Rekombinant DNA’lar, biyoteknoloji ve biyo-

mühendislik gibi alanlarda sıklıkla kullanılmakta ve 

farklı sektörlerde kullanılabilen ürünler elde edil-

mektedir. Bu rekombinant DNA’ların yapımı ve trans-

feri için vektörler kullanılmaktadır(9). Gereksinime 

göre vektörler manipüle edilmekte ve inşa 

edilmektedir(10). Vektör kullanım alanlarından biri 

bilinmeyen direnç genlerinin karakterizasyon amaçlı 

klonlanması veya bilinen direnç genlerinin klonlana-

rak özelliklerinin araştırılmasıdır(11). 

Günümüzde beta laktam direnç genleri, enfeksiyon 

ve çevre bakterilerinde yaygın olarak bulunmakta-

dır(12). Bu genlerin klonlanması için markır olarak beta 

laktam direnç geni içermeyen vektörlere gereksinim 

duyulmaktadır. Beta laktam direnç geni içermeyen 

vektör için diğer bir gereklilik ise, özellikle ampisilin 

üretiminin son yıllarda azalması ve sağlanmasında 

zorluk yaşanmasıdır. Bu çalışmada, beta laktam dışı bir 

markır içeren vektör oluşturmak için dizayn edilen 

vektörün kloramfenikol direnç geni içermesi hedeflen-

miş ve pADU94 vektörü oluşturulmuştur. 

Yüksek kopya sayılı olması ve mavi beyaz görüntüle-

meye olanak vermesi nedeniyle pUC türevli vektörler 

sıklıkla gen klonlanmasında kullanılmaktadır. Buna ek 

olarak, küçük boyutlu yapısıyla transformasyon başa-

rısını artırması nedeniyle tercih nedenidir. Bu vektör-

lerden biri olan pUC19 vektörü ise antibiyotik direnç 

genlerinin klonlanmasında kullanılmaktadır fakat 

beta laktam direnç genlerinin klonlanması bu vektör 

ile gerçekleştirilememektedir. Bu çalışmada dizayn 

edilen vektöre beta laktam direnç geninin yerine 

kloramfenikol direnç geni yerleştirilmiştir. pUC19 

vektörü sinyal peptidine sahip olan beta laktam 

direnç geni içermesi nedeniyle hücre dışına salgılan-

makta ve koloni çevresinde satellite oluşumuna 

neden olmaktatır. Bu da kontaminasyon riskini 

arttırmaktadır(2). Kloramfenikol asetil transferaz ise 

etkinliğini hücre içinde gösterdiği için satellite koloni-

 
Şekil 9. pADU94Ωgfp ve pADU94Ωtsst plazmidlerinin kesilme-
miş ve klonlamada kullanılan restriksiyon enzimleri ile kesilmiş 
formları. 1 numarada kesilmemiş pADU94Ωgfp plazmidi, 2 
numarada pADU94Ωgfp plazmidinin BamHI ve KpnI enzimleri 
ile kesilmiş formu, 3 numarada pADU94Ωtsst plazmidi, 4 numa-
rada pADU94Ωtsst plazmidinin EcoRI ve HindIII enzimleri ile 
kesilmiş formu 1%’lik jelde görüntülenmiştir. M. Lambda-PstI 
markır.

 
Şekil 8. pADU94Ωgfp plazmidini içeren transformantların UV 
ışığı altında yeşil parlama görüntüsü.
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lerin üremesine olanak vermemektedir(13). 

Konstrüksiyon metodu ise, geleneksel restriksiyon 

yöntemleriyle vektör dizaynından farklıdır. 

Oluşturulacak vektör omurgası PCR yoluyla elde edil-

miştir. Kloramfenikol direnç geninin yerleştirileceği 

bölgenin ribozomal bağlanma bölgesi ve promotör 

sekansı içermesi dikkate alınmış ve çalışmada kulla-

nılacak primerler ona göre olarak dizayn edilmiştir. 

Bu çalışmada kullanılan ve ayrıntılı olarak anlatılan 

vektör markırı değiştirme yöntemi laboratuvarların 

gereksinimlerine göre vektör oluşturabilmelerine 

olanak veren, moleküler bölümü olan her laboratu-

varda rahatlıkla kullanılabilecek bir yöntemdir.

pADU94 vektörünün mavi beyaz seçilimde etkin 

olduğunu ispatlamak amacıyla tsst klonlaması yapıl-

mış ve elde edilen beyaz kolonilerin pADU94Ωtsst 

olduğu plazmid izolasyonu ile doğrulanmıştır. Aynı 

zamanda, ekspresyon varlığını ortaya koymak amacı 

ile vektöre gfp geni klonlanmıştır. Plazmid izolasyonu 

ile pozitif sonuç veren örneklerin UV ışık altında par-

lama yapmasıyla pADU94’ün ekspresyon çalışmala-

rında da kullanılabileceği gösterilmiştir.

Bu çalışmanın sonucu, beta laktam direnç genlerinin 

klonlanması için vektör konstrüksiyonudur. pUC19’da 

bulunan beta laktam direnç geni pADU94 vektörüne 

klonlanmış ve transformantlara modifiye Hodge testi 

ile uygulanmıştır. Bu testte, bla geninin ekspresyonu 

sonucu salgılanan beta laktamaz enzimlerinin penisi-

lini parçaladığı, bu sayede penisiline hassas M. luteus 

bakterilerinin penisilin inhibisyon zonu içerisinde 

bulunan transformantlar yakınında büyüyebildiği 

tespit edilmiştir. Böylece, beta laktam direnç geninin 

pADU94 içine klonlanmasıyla inşa edilen vektörün 

amacına ulaştığı gösterilmiştir.

Oluşturulan vektöre, beta-laktam direnç geni (bla) 

klonlanmıştır ve pADU94 vektörünün beta-laktam 

direnç genlerinin klonlanması için uygun bir aday 

olduğu kanıtlanmıştır. Sonuç olarak, bir vektörün 

markırının gereksinime göre, kolay bir yöntemle 

değiştirilebileceği bu çalışma ile gösterilmiştir.
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