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tintimiiz molekiiler biyolojisi su an bulundugu nok-
G tanin biiyiik bir kismini rekombinant DNA teknolo-

jisine borcludur. Molekiiler biyolojinin temellerini
atan bu teknoloji, diger biittin bilim dallarinda oldugu gibi
uzun bir siirecten gecerek giintimiizdeki yerini almigtir. Fakat
kesfinden sonra molekiiler biyoloji bilim dalinin (dolayistyla
medikal alanin) eksponansiyel bir sekilde bliylimesini sag-

lamustir. Glintimiizde bircok ilacin tiretiminde rekombinant
DNA teknolojisi kullaniimaktadir.

Rekombinant DNA (rDNA) terimi basitce, iki farkl: tiirlin
DNAlarinin birlestirilmesi ile ortaya ¢tkan DNA molekiiliine
denmektedir. Rekombinasyon'un temelleri, ilk defa 1928 yi-
linda Ingiliz Frederick Griffith tarafindan aragtirma diinyasi-
na sunulmustur. Donemin Londra’sindaki zatiirre salgininin
sebebi olan bakteriler tizerinde calisan Griffith, genetik ma-
teryalin hiicreler arasinda iletilip yeni bir genetik bilgi olarak
dontstiiriilmesine “genetik transformasyon” adint vermigtir
(1-3). 1973 yilinda rekombintant DNA teknolojisinin temelini
olusturan ilk in vitro plasmid, Stanley Cohen ve Annie Chang
tarafindan gelistirilmistir (2,4). Bu calismalarin iizerine hala,
rekombinant DNA teknolojisi glin gectikce gelismektedir.

Rekombinant DNA Teknolojisinin Prensipleri
Nelerdir, Nasil Calisir?

Rekombinant DNA teknolojisi, hedeflenen bir genin biiylik

miktarlarda tretimini veya hedeflenen bir geni ifade etme-

yen bir hiicrenin, o hedeflenen geni ifade edebilmesini (bir
diger deyisle hedeflenen RNA'y1 ya da proteini iiretebilme-
sini) amaclamaktadir. Rekombinant DNA iki ana parcadan
olusur; vektor plasmidi ve hedeflenen geni igeren DNA par-
cast (5). Plasmidler hiicrelerin kromozomal DNAlarindan
ayri, halkasal ve cift zincirli DNA molekiilleridir. Plasmidler
bakterilerde, mayalarda ve bazt Okaryotik canlhlarda hali
hazirda bulunmaktadirlar. Bu plasmidler ise genetik mii-
hendisligi sayesinde vektor olmak tizere tasarlanmaktadirlar
(6). Bakteriyel plasmidler disinda da tasarlanan vektorler
bulunmaktadir. Baslica, ¢aligilmast istenen genin ve vekto-
riin biiyiikliigiine gore sirasiyla (kiiclikten biiyiige) soyledir;
fajlar, kosmidler, bakteriyel yapay kromozom (bacterial arti-
ficial chromosome) ve maya yapay kromozom (yeast artifici-
al chromosome, YAC). Plasmidler bu vektorler arasinda en
kiiciikleridir (7).

Klonlama vektorleri, icerdikleri elementlere gtre shuttle
vektorleri, ifade vektorleri, gen knockdown vektorleri, repor-
ter plasmidler ve viral plasmidler olmak tizere bir kag tlirde
farklilagir (7,8). Klonlama plasmidleri, belirli DNA bdlgele-
rinin hiicrenin igerisinde ¢ogaltlmasinda kullaniir. Shuttle
vektorleri birden fazla hiicre tiirtinde kullanilabilmek icin
tasarlanmaktayken, ifade vektorleri ise belirli bir genin ifade
edilmesi i¢in tasarlanilmaktadir (7). Gen knockdown vektor-
leri, bir hiicrenin ifade ettigi belli bir genin ifadesini azaltmak
icin tasarlanmaktadir (8). Reporter plasmidler ise baska gen-




leri caligmak icin kullaniimaktadir, bu plasmidler icerisinde
reporter geni adt verilen baska genlerin ifadesi ile etkilesi-
me girebilen DNA bolgesi bulunmaktadir, bu sayede baska
genlerin ifadesi incelenebilmektedir (8). Viral plasmidler ise
hedefleme calismalari icin, ilaclarin hedeflenmesinde kulla-
nilabilen viral kapsidlerin iiretiminde kullanilabilmektedir
(8). Vektor yapisinda temel birkag tane element vardir (Sekil
1) (8).

Sayilan vektorlerin ortak icerdigi temel elementler antibiyo-
tik direng geni, replikasyon orijini bolgesi (“origin of replica-
tion”) ve hedeflenen DNA bolgesinin eklenebilecegi vektor
bolgesidir (Sekil 1) (1,8). Antibiyotik direng genleri konakgt
olarak kullanilan bakterilerin kiiltiir icerisinden secimi icin
kullaniimaktadirlar. Rekombinant DNA vektoriiniin verildigi
bakteri kiiltiirlerine verildiginde sadece vektoriin calistigi
bakteriler antibiyotik muamelesinde hayatta kalabilmektedir-
ler (1). Antibiyotik direng geni hiicre secilimini sadece bakte-
riler arasinda gerceklestirebilmektedir, buna ek olarak farklt
hiicre kiiltlirlerinde segilimi kolaylagtirmast icin antibiyotik
direnc geni yerine secilebilir belirtecler (“selectable marker”)
kullaniimaktadir. Bu belirtecler belli maddeler ile hiicre kiil-
tiirleri muamele edildiginde calismakta ve vektori iceren
hiicrelerin kolayca secilebilmesini saglamaktadir (8). Repli-
kasyon orijini ise, plasmid replikasyonunun hiicre icerisinde
baslayabilmesi icin, Okaryotik kromozomal DNA {izerinde de
birden fazla olarak bulunan DNA bolgesidir. Ana gtrevi repli-
kasyonun baglamast icin gerekli proteinleri baglamastdir (9).
Hedeflenen gen bolgesinde ¢oklu klonlama bolgesi (“mul-
tiple cloning site”) denilen belirlenmis restriksiyon bolgeleri
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Sekil 1. Plasmid vektoér haritasi (8).
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(“restriction site”) olan bolge bulunmaktadir. Bu bolgenin
amact vektor ile birlestirilecek olan DNA parcasinin kolayca
DNA ligaz tarafindan birlestirilmesi ya da daha sonra kolayca
belirli “restriksiyon endoniikleaz” enzimlerini (EcoRI, HindIIT
vb.) kullanarak kesmektir (8,10). Promotor bolgesi (“promo-
ter region”) ise ifade vektorlerinin olmazsa olmaz parcasidir.
Promotor bolgeleri, DNA tizerinde kendisinden sonra gelen
genin ifade edilmesinin baslangict icin gerekli olan transkrip-
siyon faktorleri ve RNA polimeraz gibi enzimlerin baglanma-
sint saglayan bolgedir (11). Restriksiyon bolgesine ek olarak
“3" ve 5" primer bolgeleri” de vektor yapisina eklenebilir, bu
bolgeler sayesinde daha sonraki bir klonlama ya da dizileme
calismast igin vektorler hazir hale getirilir (8).

Kullanilan vektor ve DNA parcast DNA ligaz enzimi ile bir-
lestirildikten sonra rekombinant DNA bir hiicreye verilmek
icin hazir hale gelir. Rekombinant DNA hiicrelere kimyasal ya
da fiziksel yollarla verilebilmektedir. Bu olaya transformasyon
adr verilmektedir, eger konakgt hiicre okaryot ise transfek-
siyon adr verilmektedir (12). Rekombinant DNAnn hiicreye
girisi eger viriisler tarafindan saglaniyorsa, buna da transdiik-
siyon denmektedir (13). Transfeksiyon, transformasyon ya
da transdiiksiyon uygulanmig hiicrelere transgenik hiicreler
ad verilmektedir (6). Transgenik hiicreler icerdigi rekombi-
nant DNAy1 vektoriin tipine gore klonlamaya, ifade etmeye
ya da diger rekombinant DNA ozelliklerini (gen knockdown
vektorleri, reporter vektorler vb.) gostermeye baslar, bu da
rekombinant DNA teknolojisinin iglevselligini ortaya koymak-
tadur (6) (Sekil 2) (14).

Rekombinant DNA teknolojisi medikal sektorde, ilag sekto-
riinde yogun olarak kullanilmugtir ve hala glintimiizde tedavi
amagli ya da gelistirme amach tizerinde ¢alismalar devam et-
mektedir. Cogunlukla insan proteinlerinin (ya da hormonla-
rinin) retiminde kullanilmig olan rekombinant DNA tekno-
lojisi (15) zaman gectikce asilar ve gen terapileri tizerindeki
calismalara (16) kadar genis bir tedavi yelpazesine ulagmigtir.
Protein ve hormon iiretimine verilebilecek en klasik 6rnek
insiilin ilaglaridir. Diyabet hastaliklarinin (tip 1 ve 2) sebebi
olan insiilin hormonu eksikligi ya da yokluguna karsin insi-
lin dretiminin kolaylastirilmasi amactyla rekombinant DNA
teknolojisi kullanilarak; insiilin tiretiminde ilk defa 1978-1981
yillart arasinda adimlar atlmistir (17-19). Insan insilin hor-
monunun geni kimyasal olarak sentezlendikten sonra (19),
rekombinant DNA teknolojisi ile insiilin geni Escherichia
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Sekil 2. Klonlama vektdrl olarak bakteri plasmidi kullanilan
rekombinant DNA teknolojisinin temel basamaklart (14).

coli bakterisinde ifade edilmistir (18). Escherichia coli {ize-
rindeki ifadesinden bir yil sonra 1981'de ise bu bakteride ifa-
de edilen instilin hormonunun insan instilin reseptorleri ile
etkilesime gecebildigi ve ilag amacli kullanilabilecegi ortaya
cikartilmistir (17). 1982 yilinda ise kullanimi birgok yerde ka-
bul gormiistiir (20). Rekombinant DNA teknolojisi ilaglarin
yaninda bircok aginin tiretiminde de rol almustir, bu teknoloji
ile hem viral kapsidler tretilebilmis hem de asida kullanila-
cak olan viriistin patojenik etki yaratacak olan genomunun
silinmesi saglanmustir (21). Hepatit B viriisti igin astlar ilk
olarak serumdan hepatit B yiizey antijeni (HBsAg) eldesi ile
yapilmaktaydi. Daha sonra ilk olarak 1984 yilinda rekombi-
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nant DNA teknolojisi ile Saccharomyces cerevisae mayasinda,
HBsAg gen dizisi iceren bir vektor hazirlanarak rekombinant
HBsAg tiretimi gerceklestirilmistir. Bu ¢alismada sempanzeler
tizerinde HBsAg iceren as1 denendiginde Hepatit B viriisiine
karst direng gosterdigi ortaya cikmugtir (22). Bu asinin yetis-
kinlerde ve cocuklarda dozlar1 ayarlanarak kullanildiginda
giivenli ve etkili oldugu da daha sonra kanitlanmigtir (23).
Bu calisma rekombinant DNA teknolojisi ile olugturulan ilk
astyt ortaya ¢ikartmugtir. 1998 yilinda yapilan bir ¢alismada ise
Pichia pastoris mayast kullanilarak ilk rekombinant insan se-
rum albiimini tiretilmistir ve klinik olarak denenmistir (24).
Galigmanin sonunda ise rekombinant insan serum albiiminin
giivenli oldugu sonucuna varilmistir (24). Bu {i¢ calisma gibi
bircok calisma, medikal diinyada tedavi amaclh kullanilan bir-
cok ilacin iiretiminde biiyiik kolaylik saglamustir.

Temel molekiiler biyoloji arastirmalarinda da rekombinant
DNA teknolojisi yogunlukla kullanlmaktadir. Ornegin 2015
yilinda yapilan bir calismada insan insiilin benzeri biiyiime
faktorii baglayan proteinleri (IGFBPs) rekombinant teknoloji
ile HEK293 (embriyonik bobrek hiicre kiiltiirii) hiicre hattin-
da ifade edilmistir (25). Bu ¢alisma sayesinde bu proteinlerin
yapisal ve islevsel gorevinin daha kolayca ve hizl bir sekilde
caligilabilecegine, dolayisiyla bu proteini hedefleyen yeni ilag-
larin caligtimasina yol gosterecegine inanilmaktadir (25).

Glinlimiize kadar bir¢ok ilacin, asginin veya tedavinin yolla-
rint agmigtir rekombinant DNA teknolojisi. Bunun yant sira
molekiiler biyoloji ve genetik dallarinin da gelismesinde ¢ok
onemli bir role sahiptir. Giiniimiizde ise bircok projede kul-
lanilmaktayken, bu projelerin bir kisminda tedavi amaglr ilag
ve agt gelistirmesinde kullanilmakta, bir kisminda ise temel
molekiiler biyoloji ve genetik arastirmalarinda ara¢ olarak
kullanilmaktadir. Ilerleyen bilim sayesinde rekombinant DNA
teknolojisi giin gectikce gelismekte ve gelistirilmektedir.
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TERIMLER ve ANLAMLARI (26)

DNA: Deoksiriboniikleik asit. Dort ¢esit deoksiribontikleotitten (A, T, G, C) olusmus iki polintikleotid molekiiliiniin, hidrojen baglariyla antipara-
lel konumda bir arada tutuldugu, genetik bilgiyi tastyan bir molekiil.

RNA: Riboniikleik asit. Adenin, guanin, sitozin ve urasil bazlarinin bir araya gelmesiyle olusan ve riboz sekeri iceren organik asit.

In vitro: “Hiicrelerin, dokularin ve organlarin ait olduklart organizmalarin diginda, yapay ortamlarda (petri kaplary, kiiltiir siseleri vb.) yetistirilmesi
veya bulunmast” anlamma gelen terim.

Vektor: Konakt hiicre icinde ¢ogalma yetenegine sahip, icine yabanct DNA yerlestirilmis faj ya da plasmid gibi yapilar.

Plasmid: Hiicrelerde bagimstz olarak replike olabilen kiigiik halkasal ekstrakromozomal (kromozom dist) DNA molekiilii. Cogunlukla klonlama
vektorii olarak kullanilir. Plasmidler, aragtirmact tarafindan eklenen farkl DNATara sahip olabilir. Yaygin olarak kullanilan plasmidler pRB322, pGEM
ve pUC18'dir.

Gen: Bir jenerasyondan sonrakine genetik bilgi tastyan, kromozomun 6zgiil bir bolgesinde yerlesim gosteren, kalitimin fiziksel ve fonksiyonel
birimi.

Gen ekspresyonu (gen ifadesi): Bir gende kodlanmug bilgiyi gozlenebilir bir fenotipe dontistiirmek icin gerekli tiim iglemler (genellikle bir
proteinin tretimi).

Fenotip (phenotype): Hiicre ya da organizmanin, genetik yapisina bagl olarak dis etkenlerin de etkisiyle ortaya ¢ikan gozlenebilir 6zelligi.

Faj (phage): Hiicreleri enfekte eden herhangi bir viriis. (Ornek: bakteriyofajlar)

Kosmid (cosmid): 40kb’a kadar DNA parcalarini klonlamak icin kullanilan, “cos” bolgesinin bir plasmide aktarildig: klonlama vektori.
Replikasyon (replication): DNA'nin kendini eslemesi.

Belirtec (isaretleyici, marker): Bilinen bir genotipi belirlemek amaciyla kullanilan allel.

DNA ligaz (DNA ligase): ki DNA molekiiliiniin, birbirilerine fosfodiester baglariyla 3* hidroksil ve 5’ fosfat gruplarindan baglanmasini gercekles-
tiren enzim. Genellikle T4 bakteriyofajindan elde edilir. RNA ligazlar da vardir, ancak molekiiler biyolojide nadir olarak kullanilir.

Restriksiyon enzimi: Cift zincirli DNA molekiillerinde, restriksiyon tanima bolgeleri olarak adlandirilan kisa 6zgiil niikleotid dizilerini tantyan
ve kesen enzim.

Transkripsiyon faktorleri: Okaryotik hiicrelerde, RNA polimeraz haric, transkripsiyonu baslatmak ve kontrol etmek icin gerekli her tiirlii pro-
teine verilen genel ad.

Polimeraz: DNAnin ve RNA'nin sentezini katalizleyen enzim. RNA polimerazlar RNA sentezini gerceklestirirler.
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