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Rekombinant DNA teknolojisi (genetik muhendisligi), bir
organizmadan herhangi bir yolla izole edilen bir genin (DNA
parcasinin) uygun bir konagin icerisine sokularak orada
cogalmasini ve bazen de anlatim yapmasini amacglayan
calismalara ait tekniklerin toplamidir.

Bu teknoloji, en genis anlamda, belli bir amaca yonelik olarak
dogrudan genetik materyal uzerinde yapilan galismalari kapsar.



Rekombinant DNA teknolojisi’ nin genetik temeli ‘rekombinasyon’ dur.

Rekombinasyon, farkli genotipteki bireyler arasinda eslesmeler
meydana geldiginde, ana-babaya ait kalitsal 0zelliklerin dolde degisik

gruplanmalar halinde bir araya gelmesine yol acan olaylar dizisidir.

Molekuler duzeyde rekombinasyon, farkli nukleotid dizilerine sahip iki
DNA molekulunun homoloji (benzerlik) gosteren bolgeleri arasindaki
parca alisverisi sonucunda meydana gelen yeni gruplanmalardir.



Gen Klonlanmasi

Gen Klonlamasi,

» Bir organizmadan elde edilen ve icinde istenilen geni tagsiyan DNA
parcalarinin, tagiyici 6zellikte bir DNA molekuline (vektdr) baglanarak
rekombinant DNA olusturulmasi;

= Rekombinant DNA molekullerinin uygun bir konak hicreye sokularak
orada ¢ogaltiilmasi ve hepsi birbirinin ayni olan bir DNA populasyonunun
elde edilmesidir.

» Konak hucreler cogaldikga rekombinant DNA molekulleri nesillere
gecerler ve ogul hucrelerde de kopya sayilarini artirirlar.

» Cok sayida hucre bolunmesiyle olusan bir klon (rekombinant DNA
teknolojisi ile sentezlenen belirli DNA/gen kopyalari) da hucrelerin her
birinde istenilen geni tagiyan rekombinant DNA molekullerinin bir ya da
daha fazla sayida kopyasi bulunur.



Genetik Klonlamada (Tarihcge-l)

» Deniz hayvanlarinda déllenme (1875, O. Hertwig).

Ik kez anne rahmi disinda déllenme (1878, L.Schenk).

Tup ortaminda insan yumurta hicresi dollendi (1944, M.F.Menkin)
Dondurulmus sperm ile inek yumurtasi dollendi (1952).

Deney tupunde dollenen bir memeli yavru dogdu (1959).

Dondurulmus embriyodan yavru fareler elde edildi (1972).
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Louise Brown isimli bebek deney tupunde dollendi anne rahmine

yerlestirilerek saglikli dogum yaptirildi (1978).
> Avusturalya’ da donmus embriyodan saglikh bir kiz cocugu dogdu (1984).
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Genetik Klonlamada Tarihcge-ll

Embriyo hucrelerinin gogaltiimasiyla ¢ok sayida kuzu elde edildi (1987).
Insan embriyosu klonlandi (1993, J.Hall).

Dolly klonlandi (1997, |.Wilmut).

Fransa’ da bir dananin 63 klonu elde edildi (1999).

Totipotent stem hucrelerinden deneysel organogenezis (2000).

Farede gen klonlama yontemiyle insan kulagi gelisimi saglandi (2001).

Amerika’ da ex vivo yapay rahim gelistirildi (2002).



Klonlama Tipleri

v DNA/ Gen dlzeyinde klonlama
v Hucre dizeyinde klonlama
v" Organizma /cekirdek duzeyinde klonlama




Basarili Klonlama Yapabilmek i¢in Gen;

> Bagimsiz olarak replike olabilmel

» Konak hucreye kolaylikla transfer edilebilmeli

» Seleksiyona olanak tanimal




Gen Klonlanma Asamalari ve Kullanilan Temel Yontemler

Saf DNA orneklerinin hazirlanmasi
DNA orneklerinin kesilmesi (Restriksiyon endonukleazlar)
DNA parga boylarinin incelenmesi

DNA molekdullerinin bir araya getirilmesi
DNA’ nin konak hiicreye girisi (Transfeksiyon, Transformasyon,Transdiksiyon)

Rekombinant DNA molekiillerinin belirlenmesi (Genetik, Imminokimyasal)
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SAFLASTIRILMIS DNA’ NIN MANIPULASYONU

DNA’ nin eldesinden sonraki basamak, rekombinant DNA
molekulunu olusturmaktir.

Bunun icin kullanilacak vektor, ozel bir noktadan kesimlenmelidir,
daha sonra birlestirilmelidir.

DNA molekull ise ,kesilip birlestirilebilecegi gibi ¢esitli kimyasal
gruplarin eklenmesi ya da cikariimasiyla da modifiye edilebilir.
DNA manipulasyon tekniklerinde, ¢esitli organizmalardan
saflastirilmis enzimler kullanilir.



DNA MANIPULASYON ENZIMLERI

Katalizledikleri reaksiyon tipine goére 5’ e ayrilirlar;
— Nukleazlar

— Ligazlar

— Polimerazlar

— Modifiye eden enzimler

— Topoizomerazlar

Her enzimin ozel bir gorevi vardir. Bazi enzimler, birden fazla
aktiviteyi bir arada ustlenebilirler.

— Polimerazlar, yeni DNA molekulleri sentezlerken,
nukIeaz(DNA yI parcalar) aktivitesi de igerirler.



NUKLEAZLAR

DNA’ nin bir nlkleotidini digerine baglayan fosfodiester bagini kirarak,

DNA’ yi parcalarlar. 2 tip nikleaz var;
— Ekzonukleazlar; DNA molekuluntin sonundaki nukleotidi uzaklastirirlar.

— Endonukleazlar; DNA molekulu icerisindeki fosfodiester baglarini

keserler.
Bazi ekzoniikleazlar (6r. Bal31) dsDNA’ nin 2 ipligini birden kesebilir.

Bazilari ise (6r. EkzonUkleaz I11) dsDNA’ nin sadece 3’ ucundan niikleotid

cikarabilirler.

Aynisi endonikleazlar igin de gecerlidir. S1 niikleaz, dsDNA’ nin yalnizca bir

ipligini parcalarken, DNAasel, dsDNA’ nin 2 ipligini birden keser.

DNAasel’ in spesifik bir kesim bolgesi yoktur. Herhangi bir fosfodiester

bagini kesebilir.



LIGAZLAR

DNA ligazin hiicredeki rolti, dsDNA’ daki kiriklari(tek iplikteki) tamir
etmektir. Orn: DNA replikasyonu

Pek cok organizmada, DNA ligazlar dsDNA’ daki 2 ipligi de
birlestirebilir.

Genetik mihendisliginde kullanilan ligazlar,T4 faji ile enfekte E.coli’ den
elde edilir.



POLIMERAZLAR

DNA polimerazlar, DNA ya da RNA’ ya komplementer yeni iplik sentezlerler.

Bircok polimeraz, fonksiyon gostermek igin primere ihtiyag duyar.
— DNA polimerazl; genellikle E.coli’ den elde edilir.
— dsDNA’ daki kisa, tek iplik igeren (nick) bolgeye tutunur ve yeni iplik sentezler.
— Sentez ilerledik¢ce, Onunde bulunan ipligi de parcalayip yeniden nukleotid takar.

DNA polimeraz-1" in; polimeraz ve niikleaz aktiviteleri enzimin farkl bolgelerinden
kontrol edilir.

— Enzim belli bir bolgeden pargalanirsa; polimeraz aktivitesini iceren bolgeye
Klenow fragment denir.

— Klenow fragment, nukleaz aktivitesi icermez.

Ters (revers) transkriptaz enzimi ise kalip olarak; RNA kullanip DNA sentezler, bu
cDNA’ drr.

Bu enzimi, bazi virus tipleri replikasyonlarinda kullantlir.



DNA’ YI MODIFIYE EDEN ENZIMLER

En cok kullanilanlar:
« Alkalin fosfataz; DNA' nin 5 ucundaki fosfat grubunu ayirir.

« Polintkleotid kinaz; DNA’ nin serbest 5° ucuna fosfat grubu ekler.

- Terminal deoksinukleotidil transferaz; DNA’ nin 3’ ucuna bir veya
birden fazla nukleotid ekler.



TOPOIZOMERAZLAR

« Super sarmal ekleyerek ya da kaldirarak ccc DNA konformasyonunu
degistirirler
(cccDNA:covalently closed circular DNA)

* DNA replikasyonunda onemlidirler.



RESTRIKSIYON ENDONUKLEAZLAR

Restriksiyon endonukleazlar rekombinant DNA teknolojisinin koge
taslarindan biridir.

Bakterilerden yaygin olarak izole edilen enzimlerdir.

Bakteriyi izole eden viral DNA’ yI parcalayarak, virlis enfeksiyonunu
onledigi veya kisitladigi igin bu ismi almiglardir.

Bakteri DNA’ si ise bu enzimlerden, igerdigi metil gruplariyla korunur.

RE’ lar 6zgll DNA dizilerini tanirlar ve bu dizilerden her iki DNA zincirini
keserler.

Klonlama icin gok 6nemli araclar olmalarinin nedeni, DNA’ yi her zaman
ozgun bolgelerden pargalayabilmelerinden ileri gelmektedir.



RE’ lerin yapisal 6zelliklerine ve islevlerini yapma bigimlerine gore 3 grup
altinda toplanmaktadir.

l. Tip RE’ ler: Cift zincirli DNA’ da bir tanima dizisi ile etkilesime girdikten
sonra DNA boyunca 1000-1500 niikleotitlik bir uzaklikta ilerleyip DNA’" nin
zincirinde rastgele bir noktada kesim yaparlar.

Restriksiyon ve modifikasyon ayni enzim tarafindan gercgeklestirilir.

Il. Tip RE’ ler: Cift zincirli DNA’ da 4-6 niikleotidlik 6zel bir diziyi tanir ve ayni
dizide kesme yapar.

lIl.Tip RE’ ler: l.tip RE’ lere benzerler restriksiyon ve modifikasyon birer alt
birimleri ortak olan enzimler tarafindan gerceklestirilir.



YAPISKAN VE KUT UCLAR

Bazi R.E." lar , DNA’ nin 2 ipligini birden tanima bolgesinin ortasindan
keserler ve kut uclar olusur.

Bazilari ise dsDNA’ yi1 ayni pozisyondan kesmezler, ucg bolgedeki bir
zincir, digerine gore uzun olabilir; bunlar da yap|§kan uclardir ve
birbirlerine baglanma eglllmlndedlrler

Farkli tanima bolgelerine sahip 2 enzim, 2 ayni yapiskan uc¢
olusturabilir.




LABORATUVARDA R.E. KESIMi YAPMAK

Lambda faj DNA’ sinin Bglll ile kesimi;

Gerekli miktar DNA, tupe konur (6r. 16 mikrolitre ornekte bulunan 2
mikrogram lambda DNA)

Enzimin ¢alismasi i¢in uygun kosullar saglanir:

— Mg*, NaCl (iyonik kosulu saglarlar).

— Dihidrofenol gibi indirgeyici ajanlar(enzim inaktivasyonunu onler).
— Toplam hacmin %10’ u kadar uygun tampon ¢ozeltisi

Uygun miktarda enzim ve su ortama ilave edilir.

Inkiibasyon sicakligi da enzim kesiminde énemlidir. Pek ¢ok enzim
37°C’ de ,bazilari ise daha ylksek sicakliklarda optimum calisir.

Bir saat sonra enzim kesimi tamamlanmalidir.

Fenol ya da EDTA ilavesi veya sicakligin 70°C’ ye cikarilmasi ile enzim
aktivitesi inhibe edilir. Boylece daha sonra eklenebilecek DNAIlarin kesilmesi
engellenmis olur.



R.E. KESIMLERININ ANALIZI

« R.E. kesimi sonucu bircok fragman olusur.
« DNA’ nin kesilip kesilmedigi, viskozitesi olcllerek anlasilabilir:
— Fragmanlar buyukse solusyon daha viskozdur.

— Kesimlenme durumunda ise viskozite duser.

« Fakat bu yontemle kag¢ fragman olustugunu anlayamayiz.



MOLEKULLERIN JEL ELEKTROFOREZINDE AYRIMI

« DNA molekulleri; genelde, buyukltklerine gore ayrilirlar.

« Jel kompozisyonu DNA fragmentinin boyu icin 6nemlidir.

— 0,5 cm’ lik tabakadaki %0,3’ lik agaroz jelde, 5kb-60kb’ lik
DNA’ lari yirUtebiliriz.

— Daha kiclk bir tabakada(0,3mm) %40’ lik poliacrilamid jelde cok
daha kuguk DNA fragmentleri yuratalur(1bp-300bp).

« EtBr eklenerek, DNA fragmentleri UV altinda gorunur hale getirilir.



DNA MOLEKULUNUN JELDE GORUNTULENMESI

25 gg’ dan daha az DNA, EtBr ile boyamayla gorulmez. Daha hassas metodlar
vardir;

Otoradyografi:

— E_I_?(Iftrqforezden once DNA, radyoaktif marker ile isaretlenir, agaroz jele
yuklenir.

— Jel Uzerine X isinina hassas film konulur.
— Radyoaktif DNA filmi yakip, bantlar olusturur.
En cok kullanilan, radyoaktif marker ile isaretleme yontemleri;

Nick translasyonu;
— DNA’ da nick bolgeleri bulunur.
— DNA polimeraz bu bdolgeleri radyoaktif isaretli nukleotidlerle tamir eder.

End filling;
— Bu isaretleme icin, DNA Uzerinde yapiskan uclar gerekir.

— Klenow fragment enzimi ile yapiskan uclara, isaretli nikleotidler sokularak
komplementer iplik sentezlenir.

Bu yontemlerle 2 ng’ a kadar DNA otoradyografi ile goriintilenebilir.



DNA FRAGMENT BUYUKLUKLERININ SAPTANMASI

« lyi bir R.E. enzim kesiminden sonra jelde birgok bant gorilecektir.
« Buyukluklerini saptamak igin 2 yontem kullanilir;

1. D=a-b(logM)
D:molekultun aldigi yol, M:molekuler agirlk,
a ve b: elektroforez kogullarina bagl sabitler.

2. Tahmini fragment buyukltklerini verir. Molekul agirhgi bilinen
fragmentler de jelde yurutulur ve bulunduklari yerlerle elimizdeki
fragmentlerin yerleri karsilastirilarak buyuklukleri tanmin

edilebilir.



RESTRIKSIYON HARITASI

Gen haritasi Uzerinde, hangi enzimlerin hangi bolgeleri kestigini
gosterir.

— Restriksiyon haritasi olugturmak icin; bircok restriksiyon kesimi olmali,

— Kesim sonrasi olusan fragmentlerin buyukluk ve sayisi elektroforezle
tespit edilmeli,

— Ardindan 2 R.E. enzimi ile birden kesim yapilmalidir (double digestion).

Tek ve ¢ift kesim sonuglari karsilastirildiginda celigki varsa; dusuk
sicaklikta ya da kisa bir inkuUbasyon periyodunda tekrar enzim kesimi
yapilir (partial digestion).

Enzimin ya aktivitesi kisitlanacagindan ya da, her spesifik kesim
bolgesini kesmek icin vakit bulamayacagindan, total digestion’ da
gorulen fragmentlerin yani sira farkli buyuklukte fragmentler de jelde
goruldr.



DNA MOLEKULLERININ BIRLESTIRILMESI

Son asamada; DNA ligaz enzimi, klonlanacak DNA ile vektor
molekulund birlestirir.

Yapiskan uclarin ligasyonu oldukca verimlidir. Sebebi ise; birbirleri ile H
bagi yaparak enzimin ¢alisabileceqi stabil yapiyi olusturmalaridir.

Kut uglarin ise ligasyonu zordur.Cunku DNA ligazin dogru molekulu
yakalamasi guctur.

Kut ucla ligasyon, yuksek DNA konsantrasyonunda yapilirsa, dogru
birlesme sansi arttirilir.



LINKERS

Bunlar kisa dsDNA molekulleridir, nukleotid sekanslari bilinir, test
tipunde sentezlenirler.

Kut ucludurlar, fakat R.E. kesim bdlgesi icerirler.

DNA ligaz, linker molekulunu kit uglu, buyuk DNA fragmentine baglar.
Bu olay kut uclu ligasyon olmasina ragmen verimlidir, sebebi ortamda
fazla miktarda linker bulunmasidir.

Birden fazla linker, DNA’ ya baglanir, molekil R.E. ile kesilip yapiskan
uclu hale getirilir.

DNA molekulu, ayni R.E. ile kesilmis vektorle ligasyona hazirdir.



ADAPTORLER

Yapiskan u¢ eklemenin diger yoludur.
Adaptorler de kisa, sentetik oligonukleotidlerdir.
Bir yapiskan, bir de kut ug icerirler.
GATCCCGG} (Kiit ug)

GGCC

Kut ug ile DNA fragmentinin kit ucuna baglanir, boylece
yapiskan uclu bir yapi olusur.

Adaptorler birbirleri ile ligasyona ugrayabilir ve DNA fragmenti
kut uclu kalabilir.

Bu sorun, soyle ¢cozumlenir;

Adaptorin; Kt ucu normal DNA gibidir (5° fosfat ve 3° OH ucu
icerir), yapiskan ucu ise 5° fosfat grubundan yoksundur, 3° OH
uclari icerir. Boylece adaptorler birbirlerine baglanamazlar.
Adaptorler, DNA molekuline baglandiktan sonra, polinukleotid kinaz
enzimiile 5° ucuna fosfat grubu takilir, boylece yapiskan uclu
fragment elde edilir.



Vektor(tasiyici) DNA molekulunun ozellikleri;
= Hdcre igine kolaylikla girebilmeleri

= Bagimsiz replikasyon yapabilmeleri

* Yuksek titraj,

= Kolay tasarim

Etkin entegrasyon yeteneqi

Kontrol edilebilir gen transkripsiyonu

Immunolojik etkilerin minimum diizeyde olmasi



Plasmidler: Bakterileri hucrelerinin igcinde dogal olarak bulunan, otonom

olarak replike olabilen, bakteri kromozomunun disinda, cift zincirli DNA
molekulleridir.

» Fertility, F plasmidleri: tra genlerini bulundururlar, plasmidlerin
konjugasyonunda rol alirlar.

»Direnc, R plasmidleri: Antibakteriyal ajanlara karsi direng saglayan genler
bulundururlar.

» Col, colicin plasmidleri: Diger bakterileri 6lduren proteinler.

» Degradative plasmidler: Konak bakterinin toluen ve salisilik asit gibi
maddeleri metabolize ermesini saglar.

» Virulans plasmidleri: Konak bakteriye patojen ozellik verir.



Basarili plazmit gelistiriimesindeki Olgutler:

v'Kiiglk olmalr, ilgili bolgelerin disinda genetik bilgi tasimamali 15 kb’ den
klGcuk olmasi tercih edilir

v’ Kigik olmanin sagladigi avantajlar
v'Kolay izolasyon
v'Kopya sayisi ylksek

v'Klonlanan genin dozaj etkisi

*Vektor olarak kullanilan plazmitler, sinirli sayida uygun enzim kesim
bolgelerini ve plazmiti tagiyan konakgi hicreleri ayirt etmeye yarayan
marker genleri tagiyacak sekilde degisiklige ugratilirlar.



Plasmid DNA Elde Edilmesi

Lizozim: Hucre duvarina saglamlik veren polimerik yapilari sindirir.

EDTA: Hicre zarfinin genel yapisini saglayan Mg++ iyonlarini uzaklastirir. DNA’ yi degrede
edebilecek enzimleri engeller.

SDS: Polipeptid zincirlerini kaplar. 2°, 3°, 4° yapilar zarar gorur ve protein duzgun olarak negatif
yukle kaplanir.

Na+: Negatif yuklu proteinleri ¢okturar.

Santriflj: Parcalanan hucre atiklarini sentrifdj ile uzaklastirir.

Tris: pH> 7,5 olmasini saglar. pH< 7 olursa DNA asidik ortamda degrede olabilir.

Fenol-kloroform: Nukleik asitler (DNA + RNA) sivi fazda kalirlar, fenol agagida, proteinler ara
fazda toplanir.

Proteaz: (pronaz, proteinaz K) polipeptidleri daha ku¢uk parcgalara ayirirlar bdylece bunlar fenol
ile daha kolay uzaklasir.

Riboniikleaz: RNA’ yiI uzaklastirmanin etkili yolu. RNA’ yi ribon(ikleotid alt tinitelerine ayirir.

Etanol: (EtOH) DNA’ nin PO4 gruplari bulunur. Bu negatif yiklli gruplar, suyla hidrojen bagi
yaparlar. EtOH eklendiginde, su EtOH ile bag yapar, DNA acikta kalir ve ¢oker.




Viral Vektorler

1. Retroviral vektorler

2. Adenoviral vektorler
3. Adeno-asociated virus
4. Polio virus

5. Sindbis virus



Retrovirusler: Retrovirusler RNA molekulu iceren envelop virls sinifinda yer alirlar.
Viral genom yaklasik olarak 10 kb’ dir.

Hucreye infekte olduktan sonra revorz trankriptaz enziminlerini kullanarak ds
DNA’ larini sentezler ve bu sekilde konakgi genomuna entegre olurlar. Transkripsiyon
ve translasyon asamalarin gerceklesmesiyle hucre icerisinde ozelliklerini ifade etmeye
baslarlar.

Adenovirusler: Adenovirusler akut Ust solunum yolu infeksiyonlarina yol agan non-
envelop ds DNA igeren ikozahedral bir virts tipidir. 252 tane kapsomerden olusan bir
kapsid icermektedir.

Herpesvirusler: Herpesvirusler, ikozahedral kapsid ile ¢gevrilmis bir envelopa sahip,
yaklasik 100 nm ¢apinda buyuk bir ds DNA ( 245 kbp) iceren bir viruslerdir.



Viral vektorler hicre icerisine kolaylikla girip kendi genetik materyalini hedef
hlucreye entegre edebilen vektorlerdir. Bu agidan degerlendirildiklerinde non-
viral sistemlerden daha etkin olduklari sdylenebilir.

Ancak her viral vektorin kendine 6zgu dezavantajlari vardir:

v'Bolinmeyen hlcreleri enfekte edememek (retrovirts),

v'Olumsuz immunolojik etkiler (adenoviris),

v Sitotoksik etkiler (herpesvirls)

v’ Kisith yabanci genetik materyal tasiyabilme kapasitesi (adeno-iliskili virtis)



Rekombinant DNA Molekullerinin Konak Hucrelere Sokulmasi
v Taslyici DNA plazmit ise ‘Transformasyon’

Virlis ise ‘Transfeksiyon’

Mikroenjeksiyon

Biyolistik

D N N N

Elektroporasyon



Polimeraz zincir reaksiyonu (PCR)

PCR, hucreden arindiriimig bir yontem olarak, DNA klonlamasini
kolaylastirarak, rekombinant DNA arastirmalarinin gtclu bir teknigi olmustur.

PCR, DNA molekdullerinde 6zgul hedef DNA dizilerinin dogrudan ¢ogaltiimasina
esasina dayanir ve yontem igin yok denecek az miktardaki DNA bile yeterlidir.

PCR reaksiyonunda 3 temel basamak vardir ve ¢ogaltiimis drinun miktari,
teorik olarak, bu 3 adimin tekrarlanma sayisina baglidir.



1. Ik adimda, ¢ogaltilacak DNA denatiire edilerek tek zincirli hale getirilir.
Bunun i¢in cift zincirli DNA, tek zincirli hale gelene kadar isitilir ( 90-95

C,~5 dk).

2. Sicaklik 50-70 °C arasinda bir degere dusurullr ve primerlerin tek
zincirli hale gelmis DNA’ ya baglanmasi saglanir.

Bu primerler yapay oligonukleotitlerdir ve gogaltilacak DNA kisimin
uclarindaki tamamlayici dizilere 6zgul olarak baglanir. Bu primerler, kalip
DNA’ nin sentezi igin, baslanging noktasi olarak gorev yaparlar.

3. DNA polimeraz (Taq polimeraz) reaksiyon ortamina ilave edilir ge DNA
sentezi 70-75 °C gergeklestirilir. Polimeraz enzimi, nikleotitleri 5° den 3’
ne dogru ekleyerek, primerlerin uzamasini saglar ve hedef DNA’ nin iki
zincirli kopyasini olusturur.



