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01. Genel Bilgiler

Insanoglu, eskiden beri, hayvanlarda ve bitkilerde 6zel seleksiyon yontemleri kullanarak, genetik
yapiy1 degistirmeye calismis ve bir gok konuda da basariya ulasmustir. Ancak, bu tarzda, yeni ve
istenilen karakterde nesillerin olusturulmas: cok zaman almakta ve hatta cogu zaman sonuglar arzu
edilen yonde gitmemektedir.

Son yillarda gelistirilen ileri tekniklerin biyoteknol ojiye uygulanmasi, kisa siirede yeni tirde ve
istenilen karakterde organizmalarin meydan getirilmesine blyutk yardimlar: olmus ve teknikler cok
dahaileri diizeye ¢ikarilmigstir. Boylece, biyoteknolojinin etkinligi ve ufuklar: ¢ok fazla gelismis
ve genislemistir.

Cok Ozet olarak, biyoteknoloji, genetik materyallerde molekiller diizeyde yapilan manipulasyonlarla
yeni veistenilen fenotipte organizmalar ve faydal: Urlinler elde etmektir. Bu giin

biyoteknoloji denildiginde, ilk akla gelen, embriyonik ve genetik manipulasyonlarin daicinde
bulundugu "Molekiler genetik ve Rekombinant DNA teknolojisidir. Bu teknolojiler yardimu

ile, organizmalarin genomlarinda (DNA veya RNA) bulunan bitun informasyonlar: ve

sifreleri degistirmek; ayn veyafarkli cinsten organizmalara DNA sekandlar1 veya genleri

aktarmak; istenilen DNA sekandlarini veya baz siralarini cikarmak, genlerin birbirlerine olan
konumlarini veiliskilerini saptamak; transgenik hayvanlar, mikroorganizmalar elde etmek, yeni
genotipte ve fenotipte organizmalar hibrid hiicreler olusturmak; hiicre flisyonlar: yapmak,
antikorlarin bakteriler tarafindan Uretilmesini saglamak, insan ve hayvanlarin sagliginda gok 6nemli
rolleri olan biyoteknol jik asilar, proteinler, enzimler, antibiyotikler, hormonlar, sitokinler,
monoklonal antikorlar, teshis, tedavi, koruma ve arastirma amaci ile kullanilan diagnostik
maddeler, kimyasallar, vs. elde etmek konularinda biyoteknolojik yontemlerden ¢ok

fazla yararlanilmaktadir. Bu yontemler yardimu ile, dogal kosullarda, ancak, yiiz binlerce yil

icinde meydana gel ebilecek mutasyonlar, in vitro kosullarda kisa bir siire iginde olusturmak
olanak dahiline girmistir.

Y ukarida agiklanan ¢ok 6nemli konular nedeniyle, biyoteknoloji, multidisipliner bir karakter gosterir.
Her sahanin kendine 6zgii yontemleri bulunmaktadir. insan ve veteriner hekimlik, tarim, orman,
endustri, cevre, gidave diger bir cok alanda biyoteknolojik yontemlerden oldukc¢a fazla

yararlar saglanmaktadir.

02. Biyoteknoloji ve Rekombinant DNA Teknolojisinin Cok Kisa Tarihgesi
1960 Restriksiyon endonukleazlarin bulunmast
1969 E. coli 'de EcoRlI'in varliginin belirlenmesi
1970 Revers transkriptase enziminin saptanmasi,
- In vitro gen sentezi
1972 ilk rekombinant DNA molekiltintin hazirlanmas

1973 Plasmidlerin gen klonlamasinda kullanilmasi
1975 Gen spesifik problarla parental DNA'nin saptanmasi



1977 DNA baz siralarimin belirlenmesi
- Somatostatinin rDNA teknolojisi ile Uretimi

1978 Insan genomik kiitiiphanesinin hazirlanmasi

1979 rDNA ileinsllin hazirlanmasi

1979 Sap virusunun viral antijeninin E. coli 'de klonlanmast

1982 insan insillinin E. coli 'de klonlanmast ve ticarete sunulmasi

- Insan kanser genin izolasyonu, klonlanmasi ve karakterizasyonu

- Rat buylime hormonunun fare embriyosuna transferi

1985 Tutun bitkisinin herbicide (glyphosate) direncli hale getirilmesi

- PCR tekniginin gelistirilmesi

1987 Farelerdeki genetik hastaligin (shiverer mutasyon) fonksiyonel genin fare
embriyolarina  verilmes ile tedavisi

1988 Genetik manipulasyonla elde edilen soya fasulyesinin tretimi

- Gen tabancasinin (gene gun) gelistirilmesi

1990 ilk fertil misirin tretimi

1991 Transgenik domuz ve kecinin elde edilmesi (insan hemoglobini Ureten)
- Insanlarda kanserin tedavisinde genlerin kullamlmasi

Biyoteknoloji teriminin kullamlmasi 1920¢li yillardan sonra baglar. Ancak, biyoteknolgji ile
ilgili uygulamalarin tarihi daha eskilere gitmektedir. S6yle ki, ekmek, yogurt, alkollU icki, sirke, peynir,
vs. yapiminda mikroorganizmalarin kullanilmasi, biyoteknoloji icinde kabul edilmektedir.

Genom Uzerinde, diger bir ifade ile, genetik diizeyde manipulasyonlari kapsayan uygulamalar

ve ¢alismalar, 1960-l1 yillarin sonlarina dogru Werner Arber ve Hamilton Smith tarafindan

bazi mikroorganizmal arda restriksiyon endonukleazlarin bulunmasi ve molekiiler genetikte kullanilmasi
ile baglamistir denebilir. Clnku, bu enzimler cift iplikcikli DNA'larda belirli yerlerden

kesmeler yapabilmekte ve boylece de istenilen gen veya DNA sekanslar: kolaylikla gikarilabilmektedirler.

03. Baz1 Restriksiyon Endonukleazlar

Bakterilerin buylk bir bolima bir veya birkag tirde restriksiyon enzimi sentezleme yetenegine
sahiptirler. Bunlarin, bakterilerde esas gorevi, disardan hticrelere giren ve bazi 6zel gen veya
markerler tagiyan genetik materyalleri ayristirarak hiicrel erde mutasyonlar meydana getirmesine
mani olmak ve boylece, tirlerin genetik karakterlerinin stabilitesini korumaktir.

Restriksiyon endonukleazlar ¢ift iplikcikli DNA dayaptiklar: kesimlerin 6zelliklerine gore baglica 3
gruba ayrilmaktadirlar.

Tip I: Bu grupta bulunan restriksiyon enzimleri biyUk bir kimyasal kompleksiteye sahiptirler.

Bunlar, DNA Uzerinde spesifik sekandlar tanirlar fakat baska yerlerden ve degisik uzunluktan

keserler. Ayrica, bu enzimler hem endonuklease ve hem de metilasyon yapma aktivitesine

sahiptirler. Boylece DNA'daki kesim yerlerini modifiye ederek genomu korurlar. Bu gruptaki

enzimler, genetik manipulasyonlarda giivenle kullamlamazlar. Orn, EcoAl, EcoBl, EcoDI, EcoK, vs. gibi.

Tip I1: Bu gruptaki enzimler, cift iplikcikli DNA' da spesifik yerlere baglanirlar ve belli bir uzunlukta (4-
7 baz cifti kadar) iki iplikcik te kesmeler yaparlar. Bu enzimler rekombinant DNA teknolojisinde
veyadiger genetik manipulasyonlarla glivenle kullamilabilirler. Bakterilerden ¢cok sayida Tip 2 enzim
elde edilmis ve purifiye edildikten sonra biyoteknolojik ¢alismalarda kullamlmak igin

ticarete sunulmustur.

Tip I11: Bu enzimler de etkinlik bakimindan Tip I'e benzerler. Bu nedenle de kullamim alanlar: ¢ok az
veyayoktur.

Genetik manipulasyonlarda yararlamlan baslhica Tip 11 restriksiyon endonuklease (RE) enzimleri
ve bunlara ait bazi 6zellikler asagida kisa olarak belirtilmistir. Eger bir bakteri birden fazla

RE sentezliyorsa Romen rakam ile ifade edilirler (1, 11, vs.) .Eger, RE, bir R plasmidindeise, o
zaman biyik R harfi deilave edilir.



Bu gruptaki enzimler DNA daki aktivitelerine gore baslica 4 kategoriye ayrilmaktadirlar.

1) Yapiskan ug olusturanlar: DNA Uzerinde kesim yaptiklarinda yapiskan uglar (komplementer
uclar) olusturan enzimler, 4-7 bazlik bir mesafeden asimetrik olarak soldan saga veya sagdan sola
dogru kesim etkinligi gosterirler.

Asagidaki tabloda, DNA da spesifik yerlerden kesim yapan bazi enzimler ile bunlar
sentezleyen mikroorganizmalar gosterilmistir.

Etken Enzim Tanimave kesme
a5 oY o 3 o o 3 o o 4 o Y 4 o 8 oY o ¥ oY o 4 Y Y 4
4 baz tantyanlar

Haemophilus influenzae Hin PI 5..G/CGC......3

Haemophilus parainfluenzae Hpall 5..C/ICGG......3
Moraxella bovis Mbo | 5./GATC........ 3
5 baz tamyanlar

Anabaena variabilis Aval 5.G/GACC.... 3
Escherichia coli EcoRl 5./CC(AT)GG..3
Haemophilus influenzae Hinf | 5..G/ANTC.... 3

6 baz tanyanlar

Bacillusamyloliquefaciens BamHI  5..G/AATCC...3

Caryophanon latum Clal 5...AT/CGAT.... 3
E.coli EcoRI 5..G/AATTC... .3
Haemophilus influenzae Hind Il  5..A/AGCTT....3
Providencia stuartii Pst | 5..CTGCA/G... 3
Sreptomyces albus Sa | 5..GITCGAC... 3

Xanthomas badrii Xba 5. TICTAG........ 3

7 baz tanyanlar

Bacillus stearothermophilus BStE |1 5'..G/IGTNACC..3
Saphylococcus aureus Sau | 5..CC/TNAGG..3

Cizelgede, enzimlerin kestikleri spesifik bolgeler DNA segmentinin 5®3' yoniinde
isaretlenmistir. Bunlardan 6 bazlik mesafeden kesen Pst | enzimi ise, digerlerine gore ters yonde
(5'-3) bazlari tamyarak keser.

Klonlamada en cok kullanilan enzimlerin birinin (Orn., EcoRI) kesim tarz1 asagida kisaca
belirtilmistir. EcoRl, gift iplikcikli DNA da 6 baz aralikla kesme yapar. Kesim yoni 5' ®3' olur.

B G LAATTC L..30 Ciftiplikcikli DNA da
3 CTTAA TG 5 GIA arasindan kesim
5.5 1&._&TT5).....3' Kesim sonu olugan

3. CTTAA ... 5" yapigan uclar

yapigkan uclar



Bolinen DNA segmentinin iki ucunda, birbirleriyle veya aym uglara sahip yabanci gen DNA
segmentinin uglariyla birlesmeye hazir iki yapiskan u¢ meydana gelir.

2) Kit ug olusturanlar: Bazi enzimler de cift iplikcikli DNA'da kesimler yaparak kit uclar olustururlar.

Asagidaki ¢izelgede bu tir enzimler, kesim yerleri ve enzimleri sentezleyen mikroorganizma
adlar1 bildirilmistir.

Etken Enzim Tammave
KeSME ¥a/a/5Y/aY/ s/ a3/ 5/ s/ o/ s/ 5 4/ 5/ o/ ¥/ 5 3 3 o o 5 a3 4 o o o ) 4 4 o o i
4 baz tanmyanlar

Acinetobacter cal coaceticus Accll 5..CCICG......3

Aeraobacter luteus Alul 5...AGI/CT....... 3
Haemophilus aegipticus Hae lll 5..GG/CC......3'
Rhodopseudomonas sphaeroides  Rsal 5..GT/AC.... 3

6 baz tanyanlar

Brevibacterium albidum Bal | 5..TGG/CCA..3
Deinococcus radiophilus Dral 5...GTT/AA....3
Haemophilus parainfluenzae Hpal 5..GTT/AAC..3
Proteus vulgaris Pvu ll 5..CAG/CTG..3

Bu tiir enzimlerden, Orn., Bal 1, cift iplikcikli DNA'daki kesim tarz1 soyledir.

8 TGl oA 3 Citiplikeiki DMA da
3L ACC EGGT....8

5. TGG CCA. .3 Kesim sonu olugan

\ / Kituglar
FLLACT GGT 5
" /

kiit uclar

3) izosizomerler (isoschizomer): Gerek yapiskan ug ve gerekse kiit ug olusturan RE'lerden bazilar:
DNA (izerinde ayr yeri tanirlar ve oradan kesim yapabilirler.Orn.

BamHI 5'... G/IGATCC ... 3' yapiskan uglar

Bst | 5... GIGATCC ...3" (5-ucundan kesim)
Pal | 5...GG/CC ....... 3' kit uclar

Thal 5..GG/CC...... 3

Pst | 5... CTGCA/G ... 3' yapiskan uclar ®
Xmall 5'...CTGCA/G .. 3 (3-ucundan kesim)

4) Degisik tamma yapanlar: Az da olsabazi RE'lerin birden fazla tanima ve kesme
bolgeleri bulunabilmektedir. Orn.,

Hind 11 5..GTC AAC..3
5..GTC GAC..3
5..GTT AAC..3
5..GTT GAC..3

Heal 5..AGG CCA ..3

5..AGG CCT ..3



5..TGG CCA ..3
5..TGG CCT ...3'

Bu tur enzimler gen manipulasyonlarinda bir ¢ok kesim bolgesine sahip olmasi nedeniyle
pek kullamlmamaktadirlar.

Bir RE tarafindan olusturulan DNA sekanslar diger bir RE ile kesilmis fragmentler ile
birlestirilirse, olusan hibrid molekiilii parental enzimler tamyamaz ve kesemez. Orn., Sal |
tarafindan meydana gelen yapiskan uclardan birisi (5'... G/ITCGAC ...3"), Xho | ile kesilen uglardan
biri (5'... CITCGAG ...3) ile birlesirse meydana gelen DNA segmentini ne Sal | ve ne de Xho |
tamyamaz ve kesemez.

Sal | Xhol

5..G/ T/ CGAG...3
3...CAGTC+ /C..5
5...GTCGAG ........ 3
3...CAGCTC.......... 5

Bazi durumlarda da kesilen tetranukleotidler, hekzanukleotid hedef sekanslar1 iginde kalabilirler.
Orn., Mbo | ve Sau 3 Al'lerin kesme bolgeleri Bam HI'in hekzanukleotid sekandari iginde kesim
bolgesine sahiptirler.

Bam HI 5...GIGATTCC....3
Mbol 5.. IGATC ... 3
Sau 3Al 5.. IGATC ... 3

Asagidaki cizelgede bazi RE'lerin ¢esitli vektor DNA'larinda kesim sayilar: gosterilmistir.

Enzim pBFR 322 | Lambda | fX174 Ad -2 54D
Foa 1 1 g 1 40 o
Bal | 1 13 o 17 o
Bam Il 1 5 o 3 1
Bst Ell I 13 I 10 I
Clai 1 15 o 2 o
Dral 3 13 2 12 12
EcoRI 1 5 o 5 1
Hae Il 1l 149 1 216 13
Hind 1l 1 7 1] 12 G
Hind | 10 143 M T 10
Hpa ll 205 318 5 171 1
Hpa | o 14 3 G 4
hibo | 1l 16 o a7 g
Pst | 1 3 1 30 2
P Il 1 15 o 24 3
R=a | 3 13 1 a3 12
Sal | 1 2 1 a3 12
¥bal 0 1 0 5 0

RE'lerin DNA Uzerindeki bu aktiviteleri i¢in bazi optimal kosullara (11, buffer, pH, vs.) gereksinim
vardir. Aksi halde enzimlerin aktivitesi azalir. Mezofilik bakterilerden elde edilen RE'ler, genellikle, 37°
C - 40°C arasinda aktif olmasina karsin, termofilikler de (B. stearothermophilus) optimal 1s1 70°C'ye
kadar ¢cikabilir. Bu 1si derecesi mezofilik mikroorganizma RE'leri icin inaktive edicidir.

Simdiye kadar 400 den fazla RE'nin izole edildigi ve karakterizasyonunun yapildigi

aciklanmustir. Hicrelerin sentezledigi RE'ler, disardan giren DNA sekanslarina etkili olmasina

karsin, kendi genomu icin zararsizdir. Modifikasyon enzimleri olarak tanimlanan proteinler,

kendi sentezledikleri RE'lerin tamma ve kesme bolgelerini modifiye ederek, kesilmesini ve

taninmasini onlerler. Bu son enzimler, RE'nin kesme bdlgesinde bulunan bazlara metil grubu

ekleyerek (metilasyon) kesilmeye mani olurlar. E.coli 'nin cogunda DNA'y1 metilize eden enzimler
vardir (dam metilaz, dcm metilaz, gibi). Bunlardan, dam metilaz, kesme bolgesinde adenine metil grubu
vedcm metilaz da5'... CmeCAGG ...3' veya5'... CmeCTGG ...3' sekanslarinda bulunan sitozine

metil grubu katar. Bu nedenle de, restriksiyon metilaz enzimlerinin hiicrelerdeki DNA'y1



koruma fonksiyonlar: oldukca 6nemlidir. Simdiye kadar 100'den fazla modifikasyon enziminin
izole edildigi agiklanmugtir.

Restriksiyon endonuklease enzimlerinin DNA'da yaptiklar: kesimlerin 6zellikleri daha ayrintili
olarak molekiler diizeyde asagida gosterilmistir.

Y apiskan Komplementer U¢ Olusturanlar

1) EcoRl'in kesim tarzi (soldan saga dogru), asimetrik kesim
5...G AATTC ..ccovereeeeee. G AATTC....3
3....CTTAAG ...ccovvrerrnn. CTTAA-G....5

5..G AATTC ....... G AATTC....3
3...CTTAA G CTTAA G...5%

5...CTGCA G .coeeevrtrrrrrenn. CTGCA G..3
3....G-ACGTC.....ootvirirrs G-ACGTC..5
5...CTGCA = G...... CTGCA = G...3
3...G - ACGTC............ G - ACGTC...5

Kt Ug Olusturanlar

3) Alu I'in kesim tarz1 (ortadan), simetrik

L TR PAX C 04 3
F TC GA e 5
LS PR AG CT e 3
K SURPRRRR TC GA . 5

Daha sonralari, 1970 yilinda, Howard Temin ve David Baltimor, birbirlerinden bagimsiz olarak,
reverse transkriptase enzimini bulmuslardir. Bu enzim, retroviruslar tarafindan, viral genomik
RNA'nin hiicre icinde cDNA'ya (veya proviral DNA'ya) cevrilmesinde kullanilmaktadir. Bu
guin biyoteknolojide bu enzimden genomik RNA veya mRNA'lardan komplementer DNA elde
etmede fazlaca yararlamlmaktadir.

04. RNA'dan cDNA Elde Edilmesi

Onemli bir Uriinii veya antijenik faktorii kodlayan genler her zaman DNA (izerinde
bulunmayabilirler. RNA karakterinde genetik materyal tagiyan viruslarda antijenik olan kapsid
proteinini kodlayan genler RNA Uzerinde lokalize olmuslardir (ayrica, hiicre icindeki

mRNA 'da bulunurlar).

RNA-<dan cDNA elde edilme asamalar
yandaki sekilde gosterilmektedir.
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1) Once virus bolca iiretilir. Ozel yontemlerle genetik materyali olan RNA'lar1 ¢ikarilir ve saflastirlir.
2) RNA'nin 3'-ucuna enzimatik olarak poli A nukleotidleri ilave edilir (bu amagla terminal

nukleotid transferaz enziminden yararlanilir).

3) Poli A'larin karsisina, bunun komplementeri olan Poli T'ler ilave edilir ve kisa bir primer

taban nuklectidleri olusturulur. Bu, islem transferaz enzimi yardimiyla gerceklestirilir.

4) Poli T primerleri basamak olarak kullanilarak, revers transkriptaz enzimi yardimyla,

RNA'ya komplementer bir DNA (cDNA) sentezlenir ve bunun 3'-ucu da gengel tarzinda kivrilir.
Bdylece RNA-DNA hibrid molekll U olusur.

5) Sentezlenen tek iplikcikli cDNA'dan RNA, NaOH'le muamel e edilerek giderilir ve sadece ¢engel
uclu tek iplikcikli cDNA kalir. Bu ¢engel ug, Pol.l'in sentezi icin primer basmak olusturur.

6) Pol. | enzimi ¢cengel uctan baslayarak ilk cDNA'ya buna komplementeri olan ikinci DNA'y1
sentezler. Boylece DNA-DNA cift iplikcikli molekdlt olusur.

7) Sonragengel ug kisim S1 nukleaz enzimi ile kesilerek cikarilir.

8) cDNA'nin 5'-ucundaki poli T'ler de S1 nukleaz enzimi ile gikarilir. Boylece kit uclar meydana getirilir.
9) Terminal transferaz enzimi yardimiyla cDNA'larin 3'-uglarinapoli A'lar ilave edilir. Bu islem
sonundaiki ucunda poli A'dan olusan yeni uclar meydana gelmis olur.

Boylece cift iplikcikli DNA olusturulduktan sonraki asamalar dnceden bildirildigi tekniklerle
yuratuldr. Séyle ki, bu amacgla, plasmid DNA'st Pst | ile kesilerek iki yapiskan u¢ meydana
getirilir. Yapiskan uglar enzimatik olarak giderilerek (giderilmese de olur), yerlerine termina
transferaz yardimiyla poli T'ler ilave edilir. BOylece, plazmid ile gen DNA'st birbirinin
komplementeri haline getirilir. Bu uclar birlestirildikten sonra bir bakteriye (E.coli 'ye) aktarilir.

Y ukarida bahsedilen islem aynen mRNA i¢in de uygulanabilir.

Eger denemeler karigik mRNA'larlayapilirsayani hiicrelerde birgok gene ait mRNA bulunursao



zaman isler dahayogun ve teknikler de daha degisik olur.

Hucre icinde mRNA'lar ¢ikarilarak NSfiltre Gzerine transfer ve sonra dafikse edilir ve Uizerine
isaretli cDNA prob (mRNA'ya gore hazirlanmis) ilave edilir. Otoradyografi ile istenilen mRNA'nin
yeri belli olur ve sonra, mMRNA buradan gikarilir.

Mesenger RNA sonra hiicrelere transfeksiyonla aktarilarak hiicre icinde translasyonu saglanir. Veyabu
saf MRNA, enzimatik olan ¢ift iplik¢ikli DNA'ya cevrilerek, onceki bahiste belirtilen islemler yapilir.

[1] Kaynak : Temel Mikrobiyoloji
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