REKOMBINANT DNA TEKNOLOJISi

Molekiler genetik arastirma  tekniklerinin
ge|i$mesi arastinicilara  farkl koynoldardan yani
organizmalardan gelen DNA  molekillerinin in
vitro'da birlestirilebilme olanagi saglamistir. Farkli
kaynaklardan gelen molekillerin  birlestirilmesi ile
olusan DNA molekillerine rekombinant DNA denir.
dogada kendiliginden olusmasi mimkiin olmayan,
cogunlukla farkl biyolojik tirlerden elde edilen DNA
molekillerinin, genetik mihendislik teknolojisiyle
kesilmesine ve elde edilen farkli DNA parcalarinin
birlestirilmesi islemlerini kapsayan bir teknolojidir.
Rekombinant DNA ise; bu islem sonucu iretilmis olan
yeni DNA molekiline verilen isimdir ve kisaca rDNA
olarak yazilir.

Rekombinant DNA {zerinde restriksiyon
endonikleaz analizleri, DNA dizileme ve
yonlendirilmis mutasyon gibi genetik analiz ve
manipulasyonlar gerceklestirilebilir. Bitin bu islemleri
yapmak icin kullanilan tekniklerin tamamina
rekombinant DNA teknolojisi denir. Bu teknik genetik
mihendisligi olarak da adlandirilir.

Bu alanda yapilan islemler, kisaca genlerin
herhangi bir organizmadan alinarak  iretilmesi
(klonlama) ve retilen genlerin gerek temel, gerekse
uygulamali  arastrmalar icin  kullanimasi  olarak
dzetlenebilir. Bu teknoloji bugiin temel bilimler, tip,
endistri, hayvancilik, ziraat, cevre mihendisligi gibi
alanlarda yaygin bir bicimde kullaniimaya baslamishr.

Bu teknolojinin bilimsel temeli olan ¢esitlenme
(rekombinasyon) genetik bir olaydir ve dogada
canlilar arasinda gérilen cesitliligin - dnemli
nedenlerinden birini olusturur. Rekombinasyon; farkli
genotipteki bireyler arasinda eslesmeler s6z konusu
oldugunda, ana-babaya ait kalitsal zelliklerin délde
degisik gruplanmalar halinde bir araya gelmesine yol
acan olaylar dizisidir. Bu olay molekiler diizeyde,
farkli niikleotid dizilerine sahip iki DNA molekilinin
homoloji  gésteren bélgeleri arasindaki parca alis-
verisi sonucunda meydana gelen yeni gruplamalardir.
Bunun icin DNA molekilleri arasinda kirilmalar
meydana gelir ve kirilma bélgelerinde DNA

16

YUNUS Arastirma Bilteni Yil 10 Sayi 3 €ylil 2010

Sirin FiRIDIN
Biyolog
Genetik Bslimi

molekilleri arasinda parga alisverisi olusur. Sonucta
orijinal durumdaki DNA molekiillerine tam olarak
benzemeyen ve onlara ait nikleotid dizilerini kismen
tastyan rekombinant DNA molekiilleri olusur.

Homolog ¢esitlenme (rekombinasyon), eseyli
iremeyle genelde mayoz bslinmedeki kromozomal
parca degisimi sonucunda meydana gelir. Bakte-
rilerde cesitlenme farkli isleyislerle, transformasyon
konjugasyon ve trandiksiyon olaylariyla gérilir.

Bu olaylarin hepsinin temeli DNA molekiilleri
arasinda homoloji olmasina dayanmaktadir. Bu
yizden dogada cesitlenme, ayni tire ait bireyler
arasinda ya da cok yakin tirler arasinda kisithdir.
Farkli tirler arasinda var olan gesitli diizeydeki eslesme
engelleri farkli tirlere ait bireyler arasinda genetik bilgi
aktarimina, dolayisiyla da rekom-binasyona olanak
saglamamaktadir.

Rekombinant DNA  teknolojisinin tanimi ve
kapsami cesitli toplumlara ya da bilim insanlarina gére
farkliliklar gstermektedir. Bununla birlikte, bu degisik
tanimlar arasinda hepsindeki ortak yonleri birlestiren,
oldukca genis ve ginimizin modern &lgitlerine
uygun bir tanim su sekilde yapilabilir: Rekombinant
DNA teknolojisi, bir canlidan herhangi bir yolla
yaltilan bir genin uygun bir konagin icerisine
sokularak orada cogaltlmasini ve bazen de ifade
edilmesini  amaglayan ¢alismalar ait tekniklerin
top|om|d|r.

Belirli bir amag icin dogrudan genetik materyal
izerinde yapilan bu teknolojiyle, in vitro sartlarda
genetik materyalde planli degisiklikler yapilabilmekte,
istenilen genlerin istenilen canliya sokularak, dogal
bicimde bulunmadigi bu konakta cogaltlmasi ve
istenilen Grini vermesi icin nakledilen genin ifadesi
saglanabilmektedir. Bu teknolojiyle, prokaryotik ve
dkaryotik gruplara ait tisrlerin kendi aralarinda oldugu
kadar, gruplar arasinda da gen aktarimlari yapmak ve
cesitlilikler meydana getirmek mimkiin olmaktadr..
Transgenik hayvanlar kendi genomunda baska bir
organizmaya ait rekombinant bir geni tasiyan
hayvanlar olarak tanimlanmaktadir.
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Rekombinant DNA lann uretilmesi

Rekombinant DNA teknolojisindeki siratli
gelisme gen aktiviteleri ile ilgili calismalar yapmak
icin yeni firsatlar ortaya gikarmistir. Bununla birlikte
molekiler biyoloji ve genetik mihendisligi alaninda
yapilan calismalarda, gen aktarim teknolojilerinin
dnemi gin gectikce artmaktadir. Ciftlik hayvan-
larina gen transferi; elde edilen yavru sayisi, sut
miktari, yapag miktar ve kalitesi, yemden
yararlanma  kabiliyeti ve hastaliklara  direncin
yikseltilmesi amaci ile yapilmaktadir. Onemli bir
diger hedef ise transgenik hayvanlarin organ
vericisi haline getirilmesidir

Rekombinant DNA teknigi gelistirildiginde,
sadece genlerin organizasyonu, dizenlenmesi ve
mutosyon|c1r gibi, temeli akademik calismalara
dayanan arastirmalar icin  kullanilirdi.  Bilim
adamlari, bu teknolojiden yararlanarak endistriyel
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klonlanmasi 4 asamada  gergek-
lestirilebilir. Gen klonlanmasi ise
sdyle tanimlanabilir: Onemli bir
iriiniin yani hedef DNA bélge-sinin
bir vektér ile birlestirilerek &zel
konak hiicreler iginde ¢ok sayida
kopyasini elde etme islemidir.

1) Gen izolasyonu

a) mRNA'sindan komple-
menter DNA (cDNA)nin sentez-
lenmesi,

B) Gen kitiphanelerinin
kullanilmasi: Aranan genin etiketli
kopyasi ya da etiketli mMRNA'si elde
mevcutsa tim genomu parga parga
iceren klonlar arasindan aranan
geni iceren klon fespit edilip, bol
miktarda gen izolas-yonunda
kullanilabilir.

2) Uygun gen tasima
araci (Vektor)

a) Plazmitler: Konak E.coli hiicresi icerisinde
coklu kopyalari bulunan 2kb-200kb ebath kiigik
kromozomdan ayri olarak bulunan dairesel
molikillerdir. En gok kullanilan pBR322 plazmiti
Ampisilin ve Tetrasiklin antibiyotiklerine direnc
bslgeleri ierir. Pek cok restriksiyon enzimi icin tek
bir kesme yerine sahip olup, 6000 bp'e kadar
yabanci DNA parcalari tastyabilir.

b) Virisler: 1978'de yapilan Asimolar
konferasinsinda en az tehlikeli ve en cok incelenmis
viris olarak A-faji kullanilmaya karar verilmistir. A
DNA'si 49 kb boyunda cift iplikli bir molekildir.
Her iki ucunda birbirlerine komplementer 12
nikleotitlik tek iplikli zincirlere sahiptir. Bu uglara
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cos” (cohesive = yapiskan) uclar denir. infekte
olmus hiicrede DNA!'lari cos bélgelerinden birbirine
bagl pespese DNA zincirleri halinde sentezlenir ve

sonra faj halinde paketlenirler.

17



DNA Teknolojisi

5 AAAAA 3' mRNA bir hiscreye direkt olarak sokulabilir.
Oligo-dT primer d) Fizyon ile: Lipozomlar ya da eritrosit
hayaletler (iclerindeki hemoglobin ve diger
J py o 2 e proteinler bosaltlmis, bitinligi korunmus
Primer

Geri Transkr IpToz

5 AAAAA A
3 TTTTT DNA
mRMNA'nin uzaklestir iimas
Y
3 TTTTT
1 Sag tokasi yopisinin olugmas
3
TTTTT
1 DMNA Polimeraz
. 1 ——TTTTT
C

j Sag tokasi yapisinin uzaklagtirilmas

cDNA eldesi

c) Cosmidler: Plazmit ve fajlarin kullanish
ozelliklerini biinyesinde toplayan melez bir vektsrdir. 35
000 - 45 000 bp'ye kadar DNA parcalarini klonlamada

4

“cos

" "’

cos”

kullanilabilir. A fajini paketleyen enzimlerin
bélgelerini tanimasindan yararlanilir. A fajinin
bolgeleri 6rnegin pBR322'nin fet” geni igine klonlanir.
Amp’ geni saglam kalir. Yabanci DNA nispeten biyik
parcalara kesilip herbiri (biraz sans ile) “cos” bélgeli
plazmit ile birlestirilir. Bakteriler ekilerek ampisiline
direncli, tetrasikline duyarli olanlar segilir.

d) Ekspresyon vektérleri: Yabanci genin
eklenecegi bolgenin dniinde tercihli bir promoter bslge
iceren yapay plazmitlerdir. Klone edilecek genin Griini
olan proteinin sentezlenmesi arzu ediliyorsa ekspresyon
vekitorleri kullanilir.

3) Genin hicreye sokulmasi

a) Plasmid ya da virislerle,

b) Kimyasal ydntemle: Ca,(PO4), kullanilarak
DNA'y1 tuzakladiktan sonra segici bir ortamda ( £tk geni
ile secerek),

c) Fiziksel ydntem: Hiicre gekirdegine sokulacak
cam (ya da plastik) mikropipetlerle (uclari 0,1 - 0,5
mikron olmali) DNA injeksiyonudur.

Bu ydntemle herhangi bir DNA pargcasi herhangi
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eritrosit membranlari) kullanilarak icerdikleri
DNA'nin hiicre erimesi yontemiyle diger bir
hiicre ile birlestirilmesi yontemidir. istanbul Tip
Fakiltesi Biyofizik Anabilim Dali istanbul Tip
Fakdltesi Biyofizik Anabilim Dali

4) Geni iceren hiicrenin secimi

a) Antibiyotiklere direnglilik,

b) Secici ortamlar (6rnegin HAT:
Hipoksantin, Aminopterin ve Timin) orfaminda
tk- hiicreler reyemez. Ciinki Aminopterin, dCTP
>dTDP yolunu bloke eder.

Yabanci geni igeren hiicre segildikten
sonra uygun kosullarda saklanabilir ya da arzu
edildiginde adi gegen geni ireten bir fabrika gibi
kullanilabilir. Ginimizde degerli proteinlerin
genleri (insilin, biyime hormonu vb.)
ekspresyon vektdrlerine klone edilmis olarak
mevcuttur. Hatta cesitli firmalardan  Gcreti

ddenerek temin edilebilir.
Rekombinant DNA teknolojisi  uygulamalari
ozellikle genetik mishendisligi ve biyoteknolojide
kullaniimaktadir. Dinya nifusunun %3-5'nin genellikle
tedavi olanag bulmayan kalitsal hastaliklardan
etkilendigi bilinmektedir. Bu alandaki en bijyisk tmit ve
beklenti genetik bozukluklarin gen aktarimi yéntemleriyle
dizeltilmesi ya da etkin tedavi ydntemlerinin
gelistirilmesidir. Kisa zamanda ¢ok genis bir uygulama
alani bulan bu yéntemin gercek degeri dnimizdeki
yillarda cok daha iyi anlasilacaktir.
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