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yen bir hücrenin, o hedeflenen geni ifade edebilmesini (bir 
diğer deyişle hedeflenen RNA’yı ya da proteini üretebilme-
sini) amaçlamaktadır. Rekombinant DNA iki ana parçadan 
oluşur; vektör plasmidi ve hedeflenen geni içeren DNA par-
çası (5). Plasmidler hücrelerin kromozomal DNA’larından 
ayrı, halkasal ve çift zincirli DNA molekülleridir. Plasmidler 
bakterilerde, mayalarda ve bazı ökaryotik canlılarda hali 
hazırda bulunmaktadırlar. Bu plasmidler ise genetik mü-
hendisliği sayesinde vektör olmak üzere tasarlanmaktadırlar 
(6). Bakteriyel plasmidler dışında da tasarlanan vektörler 
bulunmaktadır. Başlıca, çalışılması istenen genin ve vektö-
rün büyüklüğüne göre sırasıyla (küçükten büyüğe) şöyledir; 
fajlar, kosmidler, bakteriyel yapay kromozom (bacterial arti-
ficial chromosome) ve maya yapay kromozom (yeast artifici-
al chromosome, YAC). Plasmidler bu vektörler arasında en 
küçükleridir (7).

Klonlama vektörleri, içerdikleri elementlere göre shuttle 
vektörleri, ifade vektörleri, gen knockdown vektörleri, repor-
ter plasmidler ve viral plasmidler olmak üzere bir kaç türde 
farklılaşır (7,8). Klonlama plasmidleri, belirli DNA bölgele-
rinin hücrenin içerisinde çoğaltılmasında kullanılır. Shuttle 
vektörleri birden fazla hücre türünde kullanılabilmek için 
tasarlanmaktayken, ifade vektörleri ise belirli bir genin ifade 
edilmesi için tasarlanılmaktadır (7). Gen knockdown vektör-
leri, bir hücrenin ifade ettiği belli bir genin ifadesini azaltmak 
için tasarlanmaktadır (8). Reporter plasmidler ise başka gen-

Günümüz moleküler biyolojisi şu an bulunduğu nok-
tanın büyük bir kısmını rekombinant DNA teknolo-
jisine borçludur. Moleküler biyolojinin temellerini 

atan bu teknoloji, diğer bütün bilim dallarında olduğu gibi 
uzun bir süreçten geçerek günümüzdeki yerini almıştır. Fakat 
keşfinden sonra moleküler biyoloji bilim dalının (dolayısıyla 
medikal alanın) eksponansiyel bir şekilde büyümesini sağ-
lamıştır. Günümüzde birçok ilacın üretiminde rekombinant 
DNA teknolojisi kullanılmaktadır.

Rekombinant DNA (rDNA) terimi basitçe, iki farklı türün 
DNA’larının birleştirilmesi ile ortaya çıkan DNA molekülüne 
denmektedir. Rekombinasyon’un temelleri, ilk defa 1928 yı-
lında İngiliz Frederick Griffith tarafından araştırma dünyası-
na sunulmuştur. Dönemin Londra’sındaki zatürre salgınının 
sebebi olan bakteriler üzerinde çalışan Griffith, genetik ma-
teryalin hücreler arasında iletilip yeni bir genetik bilgi olarak 
dönüştürülmesine “genetik transformasyon” adını vermiştir 
(1-3). 1973 yılında rekombintant DNA teknolojisinin temelini 
oluşturan ilk in vitro plasmid, Stanley Cohen ve Annie Chang 
tarafından geliştirilmiştir (2,4). Bu çalışmaların üzerine hala, 
rekombinant DNA teknolojisi gün geçtikçe gelişmektedir.

Rekombinant DNA Teknolojisinin Prensipleri 
Nelerdir, Nasıl Çalışır?

Rekombinant DNA teknolojisi, hedeflenen bir genin büyük 
miktarlarda üretimini veya hedeflenen bir geni ifade etme-
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(“restriction site”) olan bölge bulunmaktadır. Bu bölgenin 
amacı vektör ile birleştirilecek olan DNA parçasının kolayca 
DNA ligaz tarafından birleştirilmesi ya da daha sonra kolayca 
belirli “restriksiyon endonükleaz” enzimlerini (EcoRI, HindIII 
vb.) kullanarak kesmektir (8,10). Promotör bölgesi (“promo-
ter region”) ise ifade vektörlerinin olmazsa olmaz parçasıdır. 
Promotör bölgeleri, DNA üzerinde kendisinden sonra gelen 
genin ifade edilmesinin başlangıcı için gerekli olan transkrip-
siyon faktörleri ve RNA polimeraz gibi enzimlerin bağlanma-
sını sağlayan bölgedir (11). Restriksiyon bölgesine ek olarak 
“3’ ve 5’ primer bölgeleri” de vektör yapısına eklenebilir, bu 
bölgeler sayesinde daha sonraki bir klonlama ya da dizileme 
çalışması için vektörler hazır hale getirilir (8).

Kullanılan vektör ve DNA parçası DNA ligaz enzimi ile bir-
leştirildikten sonra rekombinant DNA bir hücreye verilmek 
için hazır hale gelir. Rekombinant DNA hücrelere kimyasal ya 
da fiziksel yollarla verilebilmektedir. Bu olaya transformasyon 
adı verilmektedir, eğer konakçı hücre ökaryot ise transfek-
siyon adı verilmektedir (12). Rekombinant DNA’nın hücreye 
girişi eğer virüsler tarafından sağlanıyorsa, buna da transdük-
siyon denmektedir (13). Transfeksiyon, transformasyon ya 
da transdüksiyon uygulanmış hücrelere transgenik hücreler 
adı verilmektedir (6). Transgenik hücreler içerdiği rekombi-
nant DNA’yı vektörün tipine göre klonlamaya, ifade etmeye 
ya da diğer rekombinant DNA özelliklerini (gen knockdown 
vektörleri, reporter vektörler vb.) göstermeye başlar, bu da 
rekombinant DNA teknolojisinin işlevselliğini ortaya koymak-
tadır (6) (Şekil 2) (14).

Rekombinant DNA teknolojisi medikal sektörde, ilaç sektö-
ründe yoğun olarak kullanılmıştır ve hala günümüzde tedavi 
amaçlı ya da geliştirme amaçlı üzerinde çalışmalar devam et-
mektedir. Çoğunlukla insan proteinlerinin (ya da hormonla-
rının) üretiminde kullanılmış olan rekombinant DNA tekno-
lojisi (15) zaman geçtikçe aşılar ve gen terapileri üzerindeki 
çalışmalara (16) kadar geniş bir tedavi yelpazesine ulaşmıştır. 
Protein ve hormon üretimine verilebilecek en klasik örnek 
insülin ilaçlarıdır. Diyabet hastalıklarının (tip 1 ve 2) sebebi 
olan insülin hormonu eksikliği ya da yokluğuna karşın insü-
lin üretiminin kolaylaştırılması amacıyla rekombinant DNA 
teknolojisi kullanılarak, insülin üretiminde ilk defa 1978-1981 
yılları arasında adımlar atılmıştır (17-19). İnsan insülin hor-
monunun geni kimyasal olarak sentezlendikten sonra (19), 
rekombinant DNA teknolojisi ile insülin geni Escherichia 

leri çalışmak için kullanılmaktadır, bu plasmidler içerisinde 
reporter geni adı verilen başka genlerin ifadesi ile etkileşi-
me girebilen DNA bölgesi bulunmaktadır, bu sayede başka 
genlerin ifadesi incelenebilmektedir (8). Viral plasmidler ise 
hedefleme çalışmaları için, ilaçların hedeflenmesinde kulla-
nılabilen viral kapsidlerin üretiminde kullanılabilmektedir 
(8). Vektör yapısında temel birkaç tane element vardır (Şekil 
1) (8).

Sayılan vektörlerin ortak içerdiği temel elementler antibiyo-
tik direnç geni, replikasyon orijini bölgesi (“origin of replica-
tion”) ve hedeflenen DNA bölgesinin eklenebileceği vektör 
bölgesidir (Şekil 1) (1,8). Antibiyotik direnç genleri konakçı 
olarak kullanılan bakterilerin kültür içerisinden seçimi için 
kullanılmaktadırlar. Rekombinant DNA vektörünün verildiği 
bakteri kültürlerine verildiğinde sadece vektörün çalıştığı 
bakteriler antibiyotik muamelesinde hayatta kalabilmektedir-
ler (1). Antibiyotik direnç geni hücre seçilimini sadece bakte-
riler arasında gerçekleştirebilmektedir, buna ek olarak farklı 
hücre kültürlerinde seçilimi kolaylaştırması için antibiyotik 
direnç geni yerine seçilebilir belirteçler (“selectable marker”) 
kullanılmaktadır. Bu belirteçler belli maddeler ile hücre kül-
türleri muamele edildiğinde çalışmakta ve vektörü içeren 
hücrelerin kolayca seçilebilmesini sağlamaktadır (8). Repli-
kasyon orijini ise, plasmid replikasyonunun hücre içerisinde 
başlayabilmesi için, ökaryotik kromozomal DNA üzerinde de 
birden fazla olarak bulunan DNA bölgesidir. Ana görevi repli-
kasyonun başlaması için gerekli proteinleri bağlamasıdır (9). 
Hedeflenen gen bölgesinde çoklu klonlama bölgesi (“mul-
tiple cloning site”) denilen belirlenmiş restriksiyon bölgeleri 

Şekil 1. Plasmid vektör haritası (8).
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nant DNA teknolojisi ile Saccharomyces cerevisae mayasında, 
HBsAg gen dizisi içeren bir vektör hazırlanarak rekombinant  
HBsAg üretimi gerçekleştirilmiştir. Bu çalışmada şempanzeler 
üzerinde HBsAg içeren aşı denendiğinde Hepatit B virüsüne 
karşı direnç gösterdiği ortaya çıkmıştır (22). Bu aşının yetiş-
kinlerde ve çocuklarda dozları ayarlanarak kullanıldığında 
güvenli ve etkili olduğu da daha sonra kanıtlanmıştır (23). 
Bu çalışma rekombinant DNA teknolojisi ile oluşturulan ilk 
aşıyı ortaya çıkartmıştır. 1998 yılında yapılan bir çalışmada ise 
Pichia pastoris mayası kullanılarak ilk rekombinant insan se-
rum albümini üretilmiştir ve klinik olarak denenmiştir (24). 
Çalışmanın sonunda ise rekombinant insan serum albüminin 
güvenli olduğu sonucuna varılmıştır (24). Bu üç çalışma gibi 
birçok çalışma, medikal dünyada tedavi amaçlı kullanılan bir-
çok ilacın üretiminde büyük kolaylık sağlamıştır.

Temel moleküler biyoloji araştırmalarında da rekombinant 
DNA teknolojisi yoğunlukla kullanılmaktadır. Örneğin 2015 
yılında yapılan bir çalışmada insan insülin benzeri büyüme 
faktörü bağlayan proteinleri (IGFBPs) rekombinant teknoloji 
ile HEK293 (embriyonik böbrek hücre kültürü) hücre hattın-
da ifade edilmiştir (25). Bu çalışma sayesinde bu proteinlerin 
yapısal ve işlevsel görevinin daha kolayca ve hızlı bir şekilde 
çalışılabileceğine, dolayısıyla bu proteini hedefleyen yeni ilaç-
ların çalışılmasına yol göstereceğine inanılmaktadır (25).

Günümüze kadar birçok ilacın, aşının veya tedavinin yolla-
rını açmıştır rekombinant DNA teknolojisi. Bunun yanı sıra 
moleküler biyoloji ve genetik dallarının da gelişmesinde çok 
önemli bir role sahiptir. Günümüzde ise birçok projede kul-
lanılmaktayken, bu projelerin bir kısmında tedavi amaçlı ilaç 
ve aşı geliştirmesinde kullanılmakta, bir kısmında ise temel 
moleküler biyoloji ve genetik araştırmalarında araç olarak 
kullanılmaktadır. İlerleyen bilim sayesinde rekombinant DNA 
teknolojisi gün geçtikçe gelişmekte ve geliştirilmektedir.

coli bakterisinde ifade edilmiştir (18). Escherichia coli üze-
rindeki ifadesinden bir yıl sonra 1981’de ise bu bakteride ifa-
de edilen insülin hormonunun insan insülin reseptörleri ile 
etkileşime geçebildiği ve ilaç amaçlı kullanılabileceği ortaya 
çıkartılmıştır (17). 1982 yılında ise kullanımı birçok yerde ka-
bul görmüştür (20). Rekombinant DNA teknolojisi ilaçların 
yanında birçok aşının üretiminde de rol almıştır, bu teknoloji 
ile hem viral kapsidler üretilebilmiş hem de aşıda kullanıla-
cak olan virüsün patojenik etki yaratacak olan genomunun 
silinmesi sağlanmıştır (21). Hepatit B virüsü için aşılar ilk 
olarak serumdan hepatit B yüzey antijeni (HBsAg) eldesi ile 
yapılmaktaydı. Daha sonra ilk olarak 1984 yılında rekombi-

Şekil 2. Klonlama vektörü olarak bakteri plasmidi kullanılan 
rekombinant DNA teknolojisinin temel basamakları (14).
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TERİMLER ve ANLAMLARI (26)
DNA: Deoksiribonükleik asit. Dört çeşit deoksiribonükleotitten (A, T, G, C) oluşmuş iki polinükleotid molekülünün, hidrojen bağlarıyla antipara-
lel konumda bir arada tutulduğu, genetik bilgiyi taşıyan bir molekül. 

RNA: Ribonükleik asit. Adenin, guanin, sitozin ve urasil bazlarının bir araya gelmesiyle oluşan ve riboz şekeri içeren organik asit.

In vitro: “Hücrelerin, dokuların ve organların ait oldukları organizmaların dışında, yapay ortamlarda (petri kapları, kültür şişeleri vb.) yetiştirilmesi 
veya bulunması” anlamına gelen terim.  

Vektör: Konakçı hücre içinde çoğalma yeteneğine sahip, içine yabancı DNA yerleştirilmiş faj ya da plasmid gibi yapılar.

Plasmid: Hücrelerde bağımsız olarak replike olabilen küçük halkasal ekstrakromozomal (kromozom dışı) DNA molekülü. Çoğunlukla klonlama 
vektörü olarak kullanılır. Plasmidler, araştırmacı tarafından eklenen farklı DNA’lara sahip olabilir. Yaygın olarak kullanılan plasmidler pRB322, pGEM 
ve pUC18’dir.

Gen: Bir jenerasyondan sonrakine genetik bilgi taşıyan, kromozomun özgül bir bölgesinde yerleşim gösteren, kalıtımın fiziksel ve fonksiyonel 
birimi.

Gen ekspresyonu (gen ifadesi): Bir gende kodlanmış bilgiyi gözlenebilir bir fenotipe dönüştürmek için gerekli tüm işlemler (genellikle bir 
proteinin üretimi).

Fenotip (phenotype): Hücre ya da organizmanın, genetik yapısına bağlı olarak dış etkenlerin de etkisiyle ortaya çıkan gözlenebilir özelliği.

Faj (phage): Hücreleri enfekte eden herhangi bir virüs. (Örnek: bakteriyofajlar)

Kosmid (cosmid): 40kb’a kadar DNA parçalarını klonlamak için kullanılan, “cos” bölgesinin bir plasmide aktarıldığı klonlama vektörü.

Replikasyon (replication): DNA’nın kendini eşlemesi.

Belirteç (işaretleyici, marker): Bilinen bir genotipi belirlemek amacıyla kullanılan allel.

DNA ligaz (DNA ligase): İki DNA molekülünün, birbirilerine fosfodiester bağlarıyla 3’ hidroksil ve 5’ fosfat gruplarından bağlanmasını gerçekleş-
tiren enzim. Genellikle T4 bakteriyofajından elde edilir. RNA ligazlar da vardır, ancak moleküler biyolojide nadir olarak kullanılır.

Restriksiyon enzimi: Çift zincirli DNA moleküllerinde, restriksiyon tanıma bölgeleri olarak adlandırılan kısa özgül nükleotid dizilerini tanıyan 
ve kesen enzim.

Transkripsiyon faktörleri: Ökaryotik hücrelerde, RNA polimeraz hariç, transkripsiyonu başlatmak ve kontrol etmek için gerekli her türlü pro-
teine verilen genel ad.

Polimeraz: DNA’nın ve RNA’nın sentezini katalizleyen enzim. RNA polimerazlar RNA sentezini gerçekleştirirler.


