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OZET

Gateway Klonlama Teknolojisi (GKT), James Hartley, Dominic Esposito ve Mike Brasch adli
arastirmacilar tarafindan gelistirilmistir. Bu teknoloji temel olarak, bakteriyofaj lambdanin
spesifik rekombinasyon ozelliklerine gore ayarlanabilen, evrensel bir klonlama yontemidir.
Gateway Klonlama iki asamada gerceklestirilmektedir. Amplifiye edilen ve attB iceren PCR
Urunuinuin, attP iceren uygun bir donor vektorle BP klonaz enzimi yardimyla birleserek attL
iceren bir giris klonu meydana getirdikleri asama BP olarak adlandirilan birinci asamadhr. ikinci
asama ise LR asamasi olarak adlandirilmaktadir. Bu asamada, BP asamasi ile elde edilen giris
klonu, attR iceren hedef vektore LR klonaz enzimi yardimiyla transfer edilerek, attB iceren
hedeflenen klon elde edilmektedir. GKT’nin bircok avantaji bulunmaktadir. Bu ileri klonlama
teknolojisi, hizl1 ve etkili bir sekilde DNA zincirinin coklu vektor sistemine uygulanarak istenen
proteinin elde edilmesini ve fonksiyonel analizinin yapilmasini olanakli kilmaktadir. Ayrica cok
sayida genetik DNA zincirinin ¢oklu sayida hedeflenen vektérlere transferini saglamaktadir.
Cok sayida érneklerin uygulanmasina uygun formatta adapte edilebilmektedir. istenen vektér,
hedeflenen gateway vektoriine kolaylikla transfer edilebilmektedir. Sonu¢ olarak GKT’nin
basarli sonuclar ve avantajlari nedeniyle; ozellikle as1 ve ilac gelistirme calismalarinda

Ulkemiz bilim insanlarinca da tercih edilmesi onerilir.

Anahtar Sozciikler: Gateway klonlama teknolojisi

ABSTRACT

Gateway Cloning Technology (GCT) is developed by the scientists James Hartley, Dominic
Esposito and Mike Brasch. This technology is an universal cloning method based on the
site-specific recombination properties of bacteriophage lambda. The Gateway Cloning is
performed in two steps. The first step, called BP recombination, the reaction between an
attB-flanked DNA fragment and an attP-containing donor vector to generate an entry clone by

BP clonase. The second step is called as LR Reaction. In this stage, attL-containing entry clone
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is transfered to attR-containing destination vector via LR clonase to generate an attB-expression clone. GCT have lots of

advantages. Advanced cloning technology, provides a rapid and highly efficient way to move DNA sequences into multiple

vector systems for functional analysis and protein expression. GCT easily accommodates the transfer of a large number of

DNA sequences into multiple destination vectors and suitable for adaptation to high-throughput formats. GCT allows easy

conversion of your favorite vector into a Gateway destination vector. It is a usefull system to be used in vaccine and drug

development researches. As result, it is recommended that this technic would be preferred by scientists particulary on drug

and vaccine development.

Key Words: Gateway cloning technology

GIRIS

A. GATEWAY’DE KULLANILAN L’s, R’s ve
de B’s P’s lerin TANIMLARI NELERDIR ?

L’s, R’s ve de B’s P’s terimleri, Gateway Klonlama
Teknolojisi (GKT)’nde cok siklikla kullamlmaktadir.
Bunlar enzimle kesilen ve “attX” (att: attchment
:birlesme) olarak ifade edilen spesifik noktalardir.
attX tammindaki X harfi, L, R, B ve P’nin yerlerine
kullanilmistir. Buna gore kullanim anlamlar1 asagida
tanimlanmistir:

attL : (attachment Left), solda birlesen

attR : (attachment Right), sagda birlesen

attB : (attachment bacteria), bakteri ile birlesen
attP : (attachment phage), fajla birlesen

Butin giris klonlan,

ilgilendikleri genin her

iki tarafinda da attl’ye sahiptir. Bunlar Gateway
Cinku  L'ler

proteinlerle  yapiskan

sisteminde  gereklidir. Gateway

rekombinasyon uclan
olusturmak icin kesilir. Bu yapiskan uclar, yapiskan ucu
olan ve attR’yi iceren hedef vektorle birlesmektedir.
Bu reaksiyon LR asamasinda gerceklesmekte
olup, ekspresyon klonunun nasil olusturuldugunu
gostermekte ve bu expresyon klonundan elde edilen

proteinin analizi yapilabilmektedir.
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B. GATEWAY KLONLAMA TEKNOLOJISi
NEDIR ?

Son yillarda klonlama teknolojilerinin genetik ve
molekuler biyolojideki onemi gittikce artmaktadir.
GKT de, diger geleneksel klonlama yontemlerinde
oldugu gibi, genlerin fonksiyonel analizine, istenen
proteinin elde edilmesine ve istenen DNA zincirlerinin
klonlanmasina izin vermektedir (1-3). Ancak Gateway
klonlama butin bunlan cok daha hizli ve etkili bir
sekilde basarmaktadir. Bu yeni klonlama sisteminde
hedeflenen gen, ilk asamada Gateway’e uygulanarak
esas klonlama asamasina hazir hale getirilmektedir.
Gateway yonteminin klonlama asamasi, vektorde
(att: attachment) rekombinasyon (birlesen kisim) ve
de klonaz enzim kangimlariyla basarilmaktadir (4-6).

Sekil 1’de goriildiigi gibi ilgilenilen gen giris klonu
olusturularak gateway sistemine eklenmektedir. Giris
klonunu elde ettikten sonra istenilen gen uygun
vektorle birlestirilerek elde edebilmektedir. Elde
edilen genlerle tekrar bir giris klonu olusturulabilir.
Bu da klonaz enzim karnisimlariyla, rekombinasyon att
noktalarinda birleserek saglanabilir.

GWT, iki asamada gerceklestirilmektedir (7).

Birinci Asama: BP olarak adlandinlmaktadir.
Bu asamada, amplifiye edilen ve attB iceren PCR

uriinii, attP iceren uygun bir donor vektorle BP klonaz
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OMA fragments from:

Restriction Endenuclease |
Digestion and Ligation

Hist-fuslon

Polymerase
Chain Reaction

Entry Clone

cONA Library

DNA fragment : DNA pargcasi

Restriction Endonuclease : Restriksiyon endontiikleaz enzimi. Bu enzim niikleazlar arasindaki
belirli kisimlar keser.

Digestion and Ligation
cDNA Library

Entry Clone : Giris klonu.

Sekil 1. Gateway Klonlama Teknolojisi (10)

enzimi yardimiyla birleserek attL iceren bir giris klonu
meydana getirir.

ikinciAsama: LR asamasi olarak adlandirimaktadir.
Bu asamada, BP asamasi ile elde edilen giris klonu,
attR iceren hedef vektore LR klonaz enzimi yardimiyla
transfer edilerek, attB iceren hedeflenen klon elde
edilmektedir.

C. GATEWAY KLONLAMA NASIL KESFEDILDI ?

GKT, James Hartley, Dominic Esposito ve Mike
Brasch adli arastirmacilar tarafindan kesfedilmis

ve gelistirilmistir (7). James Hartley, 10kDa

: Parcalama ve baglama islemi.
: Tamamlayici (complamentary) DNA kiitiiphanesi

biyikligiindeki bir proteini elde ederken zorluklar
cektigi icin ve Mike Brasch’la birlikte SSR (Site-Spesific
Recombination) ozel rekombinasyon bolgesinin in
vitro olarak kullanilabilecegini ve bu sekilde elde
edilen genin yeni bir vektore uygulanabilecegini
one siirmislerdir. Onceleri sadece bir diisiince olan
bu tezlerini calisip denemis ve hedefe ulasmislardir.
Genin yeni bir vektore verilmesi Gateway’in oncelikli
bir avantaji olmus, daha sonraki calismalarda guvenli
ve etkili bir klonlama teknigi ortaya ¢ikmistir. Bu
klonlama ile elde edilen PCR iirlinii, BP reaksiyonunda
%99 oraninda basarili olmustur. Bu asamada kullanilan
PDONR vektor,
saflastirilmis bir DNA zinciridir (7).

yiksek kopya Ozelligine sahip,
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D. NEDEN GATEWAY
TEKNOLOJiSi DAHA AVANTAJLIDIR ?

KLONLAMA

GKT, spesifik rekombinasyon ozelliklerine gore
uygulanan evrensel bir klonlama yontemi olmasi,
protein expresyonu ve fonksiyonel analizi icin hizli
ve etkili bir sekilde istenen DNA'y1 coklu vektor
sistemine transfer edilmesini saglamasi yoniinden
onemli avantajlara sahiptir (8).

hizlh
bir sekilde, DNA zincirinin coklu vektor sistemine

1. Yontemin birinci avantaji, ve etkili
transfer edilerek hedeflenen proteinin ekspresyonu
ve fonksiyonel analizini saglamasidir. Yontem cok
etkilidir ve %90 basaritidir. Bu etkinlik, besiyerinde
kullanilan antibiyotik ve de ccdB geninin (oldiirlicu
gen)faj iremesini onlemesinden dolayidir.

2. ikinci avantaji ise, farkli DNA zincirlerinin
kullanimina ve ekspresyonuna izin vermesidir. Bu
sekilde butun DNA fragmentleri, PCR fragmentleri,
cDNA ve genomik DNA’lar
Gateway, memelilerde, insektlerde ve Echerichia coli

klonlanabilir. Ayrica

gibi pek cok organizmada kullanilabilir.

3. Diger bir avantaji, birden fazla giris klonu
olusturarak, bu klonlar1 aym anda hedef vektore
baglayabilmesidir. Ozellikle yeni gelistirilmekte olan
lipoprotein yapidaki as1 dizayni kullanimina cok uygun
bir tekniktir.

4. Cok fazla sayida calisma tasarlanmasina izin
vermesi de diger bir avantajidir.

attL ve attR kesim noktalarim1 iceren yeni bir
eksprese klon elde edilirken, spesifik rekombinasyon
noktalar da olusturulmaktadir. Bunlar; ekspresyon
klonundaki B noktasi ve uriuindeki P noktalar olup,
gateway sisteminin tamamen geri donusumli
olmasi nedeniyle ¢ok onemlidir. BP reaksiyonu ile
ekspresyon klonunda daha fazla giris vektori elde
edilebilmektedir (8). LR reaksiyonu, bir giris klonu, bir
hedef vektor ve LR klonaz enzimini gerektirmektedir.
BP reaksiyonunda da benzer sekilde farkli vektor ve

farkli enzimler lazimdir.
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E. GATEWAY KLONLAMANIN CALISMA
MEKANIZMASI NASILDIR ?

ilk asamada ilgilenilen gen, Gateway sistemine
transfer edilmektedir. Bu sekilde verilen gen, giris
klonu ile birlesm ektedir.

Giris klonunun elde edilmesi: Giris klonu,
hedeflenen geni iceren saflastirilmis bir DNA zinciri
ile birlesmistir. Bu klonu elde etmenin dort asamasi

vardir (9).

1. Asama: Bu asamada amac icinde attB birlesme
noktas1 bulunan PCR Urinl yaratmaktir ki bu da
25 baz cifti attB iceren primerin kullanilmasiyla
basarilmaktadir.

2. Asama: PCR duriinu, BP reaksiyonuyla uygun
donor vektore transfer edilerek, giris klonu elde
edilmesini saglamaktadir.

3. Asama: Elde edilen giris klonu LR reaksiyonla
hedef vektore transfer edilerek hedef klonun elde
edilmesi basarilmaktadir.

4. Asama: Elde edilen hedef klonun uygun hiicreye
transfer edilerek Uretilmesi, eksprese edilmesi,
purifikasyonu ve fonksiyonel analizidir. Burada elde
edilen giris klonu her seyi kolaylastirmaktadir. Clinki
bu lambda fajla DNA LR reaksiyonuyla klonlanabilir
veya onceki klonlanan vektorden BP reaksiyonu ile

yeni bir giris klonu elde edilebilir.

BP Reaksiyonu: attB bir substrattir. attB iceren
PCR urunu, attB iceren eksprese edilmis klon ile attP
iceren donor vektorle birleserek attL iceren bir giris
klonunu olusturmaktadir. Bu reaksiyonu BP klonaz
enzimi katalize etmektedir (10,11-14). Sekil 2’de
BP reaksiyonunda goriildiigii gibi attB iceren PCR
urunu, attP iceren doner vektorle BP klonaz enzimi
yardimiyla attL iceren bir giris klonu olusturmaktadir.

LR Reaksiyonu: attL iceren giris klonu ile
hedef vektor birleserek attB iceren istenen klonu
olusturmaktadir. Bu reaksiyon LR klonaz enzimi

tarafindan katalize edilmektedir. $Sekil 3’deki LR
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arB att8 attP attP atfL afL attR atR
(=] e ; CHEIR
attB-flanked PCR donor B entry by-product
product o affB vector clone
expression clone
Donor vector : Tasiyic1 vektor
Entry clone : Giris klonu
Sekil 2. Gateway klonlamada BP reaksiyonu (7)
arL arL anB attB arP attP
oodB
AL +
entry —_— expression by-product
clone clone

Destination vector : Hedef vektor
Expression clone : Ekspresyon klonu, hedeflenen klon

Sekil 3. Gateway klonlamada LR reaksiyonu (7)

reaksiyonunda gorildiigu gibi, attL iceren giris klonu,
LR klonaz enzimi yardimiyla attR iceren hedef vektore
transfer edilerek, hedef klonun elde edilmesini
saglamaktadir.

F. GATEWAY KLONLAMA TEKNOLOJISiNi
NERELERDE KULLANABILIRIZ ?

GKT, hem kucuk baz ciftli DNA klonlama
projelerinde hem de cok fazla sayida genomik
klonlamay1 iceren projelerde basarili bir sekilde
rekombinant klonlama

kullamlabilir. Diger

tekniklerine gore avantajlari oldugu icin daha

cok tercih edilmektedir. Reaksiyonlarda etkinligi
yam1 sira  hedef vektorlerin belirlenmesinde de
secenekler saglamaktadir. Geleneksel yontemlerde
ozellikle birden fazla genle calisildigi zaman islem
¢ok uzun sirmekte ve her zaman da basarili sonug

alinamamaktadir. Cok amacli olarak kullanilabilecek

vektorlerde klonlanmis ORF (Open Reading Frame)’yi
olusturan gen kutuphaneleri, calisilacak genom
hakkinda bilgiler saglanmasi acisindan oOnemlidir.
Klonlama ve ekspresyonda yeni teknolojiyi kullanarak
ORF’nin elde edilmesi,

mimkindir (13-16).

Gateway teknolojisi ile

Esposito’ya (2009) gore,

klonlanmasinin cesitli amaclar vardir ve bu yontemler

gen veya genlerin

yapisal arastirmalar, antikor belirlenmesi ve bunlarin
aynistinlmasi, in vivo calismalar ve biyokimyasal
arastirmalarda basan ile kullanilmaktadir (17). Bu
arastirmalarin her birisinde proteinlerin eksprese

farklh
arastirmacinin  GST

edilmesi ve klonlanmasinda stratejiler

gerekmektedir. Ornegin  bir
(Glutathione S- transferase)’ye ihtiyaci varsa bu kisi
once proteini purifiye etmek isteyecek, affinitesini
belirleyecek her olasiliga karsi basanli olmak
icin birden fazla vektor deneyecektir. Geleneksel

yontemde oldugu gibi cok sayida klonlama yaparak
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uzun asamalar kullanmak yerine, gateway yontemi
ile dikkatli bir sekilde 5-10 vektor belirlenir ve hedef
klon olusturulur. Bu sekilde hem zaman hem de
maliyetten kazamim saglanmaktadir. Ayrica E.coli’de
cozunur proteinin ekspresyonu artirilabilmektedir.
Bu proteinde hangi Taq polimeraz enziminin onemli
oldugunu belirten bir yol mevcut degildir. GKT’yle
istenen klonun, farkli Tag kombinasyonlariyla eksprese
edilebilme imkam vardir. Taq’in coziinebilirliligini,
DNA sekans analizi yapmadan 6grenmek mimkiindiir
(17).

Multisite Gateway teknolojisi, hedef vektorlerden
basarili olanlarin merkezi bir yerde toplanmasi ve

kullamlmasi, ORF kutuphanelerinin gelistirilmesi,

protein ekspresyon bolgesinde klonlanan proteinin
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