Biyoteknoloji

1 GIRIS

Temelleri ¢ok eskilere dayansa da bilim gevrelerinde biyoteknoloji terimi, ilk defa 1961
yilinda Isvecli bilim insan1 Carl Goren Heden tarafindan kullanilmistir. Bilimsel bir disiplin
olarak kabul edilmesinden sonra biyoteknoloji su sekilde tanimlanmistir: “Biyoteknoloyi,
organizmalarin, biyolojik sistemlerin ve siireglerin kullamimiyla endiistriyel iiriinlerin ve
hizmetlerin tiretimidir”. Bir endustriyel mikrobiyolog biyoteknolojiyi "endiistriyel uygulamast
olan kimyasal islemleri yiiriitmek iizere canli organizmalarin kullanilmas:" seklinde tanimlar.
Diger yandan 1970'lerde rekombinant DNA tekniklerinin gelistirilmesinden sonra
biyoteknolojiye yeni kavramlar girmis ve biiyiik bir defisim ve hamle gerceklesmistir.
Amerikan cevre koruma teskilatinin bu giinkii biyoteknolojiyi daha modern bir sekilde
tanimlar: "Insan icin faydali iiriinler iiretmek iizere canli organizmalarin kullanilmas:
biyoteknoloji olarak adlandirilir. Bir bakima canli organizmalarin teknik ve endiistriyel
islemlere uygulanmasidir. Ayrica genetik miihendisligi (rekombinant DNA) teknikleriyle
manipule edilmis yeni mikroplarin kullanilmas: da biyoteknoloji kapsamina girer."
Rekombinant DNA teknolojisinin temel tekniklerinden biri gen klonlamadir. Gen klonlama
bir DNA fragmentinin izole edilerek birlikte replike olabilecegi bir vektor ile birlestirilmesi
islemidir. Gen klonlamanin yani sira polimeraz zincir reaksiyonu (PZR), DNA dizileme, gen
ekspresyonu ve fonksiyonel genomik gibi diger teknikler de biyoteknolojik uygulamalar i¢in
esasi tekniklerdir. Daha genellestirilerek soyle bir biyoteknoloji tanimi yapilabilir:
“Biyoteknoloji, endiistriyel, medikal ve tarmmsal uygulamalarda organizmalarin,
ozellikle genetigi degistirilmis organizmalarin kullanilmasidir”.

Biyoteknoloji iki ana evreye ayrilarak incelenebilir. Rekombinant DNA oncesi ve
rekombinant DNA sonrasi evreler. 1973 yilinda Boyer ve Cohen'in rekombinant DNA
teknolojisini tamimlamalariyla geleneksel biyoteknoloji biiyiik bir degisim yasamis ve yeni
boyutlar ortaya ¢ikmistir. Bu teknoloji kullanilarak istenilen karakterde mikroorganizmalar ve
sonra bitkiler ve hayvanlar daha hizli, giivenli ve kontrollii bir sekilde iiretilmis ve
uygulamaya siirtilmiistiir.

Rekombinant DNA oOncesi biyoteknoloji ¢ok eskilere uzanir ve esas olarak
mikroorganizmalarin metabolik farkliliklarindan faydalanarak 6zellikle besin maddeleri
tiretmek esasina dayanir. Alkolli ickiler, sirke, peynir ve yogurt {retimi ig¢in
mikroorganizmalar tarih Oncesinden bu yana kullanmila gelmistir. Baslangicta
mikroorganizmalarin dogal olarak meydana gelmis olan degisik suslar1 verimi artirmak tizere

kullanilmis, daha sonra degisik mutajenler (radyasyon, kimyasal maddeler) kullanilarak daha
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iyi karakterlere sahip mutantlar elde edilmeye c¢alisilmistir. Rekombinant DNA
uygulamalarina kadar, ekonomik verimi yiiksek mutant sus elde etme ¢aligmalar1 sinirlt bir
basar1 saglayabilmistir. Rekombinant DNA devri Oncesinde ve sonrasinda klasik
biyoteknoloji teknikleri kullanilarak bircok mikrobiyal triinler iretilmis olup bunlarin
ekonomik degeri olduk¢a biiyiiktiir. Genel olarak uygulamali mikrobiyoloji olarak
adlandirilabilecek bu ¢alismalar su ana konular1 igerir:

1. Mayalanmis besin ve igki tiretimi,

2. Antibiyotik tretimi,

3. Atk su aritimi,

4. Biyoremediasyon.

Rekombinant DNA 6ncesi devrinin ana tirlinleri ve kullanim alanlar1 baslica soyledir:

Uriin Kullanim Alani

Mayalanmis i¢ecekler ve distile likorler Icki

Antibiyotikler Ilag

Peynir Yiyecek

Endiistriyel alkol Yakat katkist

Vitaminler Yiyecek ve yem katkisi
Asilar Hastaliktan korunma
Enzimler Besin isleme, deterjan katkisi

Rekombinant DNA tekniklerinin uygulanabilir hale gelmesiyle biyoteknolojinin
cehresi en azindan bazi konularda hizla degismistir. Bu teknoloji, DNA'nin in vitro'da
manipulasyonuna izin vermektedir. Bir organizmanin belirli bir gen bdlgesi izole
edilebilmekte ve bir baska organizmaya bu genin transferi miimkiin olmaktadir. Ayrica
niikleotit dizileme teknikleri bir genin niikleotit seviyesinde tanimlanmasina izin verir.
Niikleotit dizisi bilinen bir genin kodladig1 polipeptitin amino asit dizisi genetik koddan
hareketle belirlenebilmekte ve yonlendirilmis mutasyon yontemleriyle proteinlerin yapisi
degistirilebilmektedir. Bunun da 6tesinde tamamen sentetik DNA molekiilleri veya genler
tiretilebilmektedir. Yine bu teknoloji, kontrollii rekombinasyonlara izin vermekte ve istenilen
ozellikte mutasyonlar eklenerek bir organizmaya dogal olarak sahip olmadiklar1 karakterler
eklenebilmektedir.

Bunun yaninda, mikroorganizmalar klasik yontemlerle olduk¢a az iiretilebilen ve
ekonomik maliyeti ¢ok yiiksek olan hayvansal, 6zellikle insan proteinlerinin iiretimi amaciyla
da kullanilmaktadir. Bunun en ¢arpici 6rnegi insan insiilininin Escherichia coli hiicrelerinde

tiretilmesidir. Rekombinant DNA 6ncesi devrede tonlarca domuz pankreasindan elde edilen
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ve ¢ok pahaliya mal olan insiilin, {istelik antijenik uyusmazliktan dolay1 verilen hastalarda
allerjik reaksiyonlara da neden olmaktaydi. Rekombinant DNA teknikleri yardimiyla insan
insiilin geni klonlanarak E. coli hiicrelerine transfer edilmis ve insan insiilini daha ekonomik
olarak iiretilmistir. Ustelik domuz insiilininden kaynaklanan allerjik reaksiyonlar da ortadan
kalkmustir.

Rekombinant DNA sonrasi evresinde, tedavi edici ajanlarin iiretiminde, tarimda, atik
su arttiminda, zararli maddelerin yok edilmesinde ve yeni tip antibiyotiklerin
sentezlenmesinde molekiiler seviyeye dogru bir yonelim ve biiyik atilimlar olmustur. Bu
atilimlarda mikroorganizmalarin 6nemi gittik¢e artmistir. Bunun yaninda, molekiiler genetik,
molekiiler biyoloji, biyokimya ve biyolojinin diger dallar1 da biyoteknolojideki bu gelismelere
katki saglamaktadir. Sekil 1.1°de molekiiler biyoteknolojinin diger bilim dallariyla iligkisi

gosterilmektedir.
Molekiiler Mikrobivoloii Bivokimva Genetik Hiicre Kimya
Biyoloji Biyolojisi Miihendisligi
Molekiiler
Biyoteknoloji
Besin ilag Asl Tani Hayvancilik

Sekil 1.1: Molekiiler biyoteknolojinin diger bilim kollariyla iligkisi

Modern biyoteknolojinin ana faaliyet alanlar1 biyo ilag, endiistriyel biyoteknoloji,
besin biyoteknolojisi, ¢evre ve biyoinformatiktir. Kullanilan baslica teknolojiler
nanobiyoteknoloji, doku miihendisligi ve rejenerasyonu, DNA dizileme, hiicre diizeyi
analizler, fermentesyon, PCR teknolojisi ve kromatografidir. Uygulama alanlar1 ise saglik,
besin ve tarim, dogal kaynaklar ve ¢evre, endistriyel isleme ve biyoinformatiktir. 2021 yili
kiiresel biyoteknoloji pazar1 1,024 trilyon ABD dolar1 olarak hesaplanmistir. 2030 yilinda bu
biiyiikliiglin 3,880 trilyon dolara ¢ikmasi beklenmektedir.
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Kuzey Amerika iilkeleri bu pazarin %44.21°ine sahiptir. Bu boélgede biyoteknoloji

pazart bir¢ok faktoriin etkisiyle gelismektedir: Kilit piyasa oyuncularinin bu bélgede

bulunmasi, yogun arastirma-gelistirme aktivitelerinin mevcudiyeti ve yiiksek saglik hizmeti

harcamalari. Bolge; yasam bilimleri araglarinin gelistirilmesini kolaylastiran genomik,

proteomik ve hiicre biyolojisi tabanli ¢ok sayida platforma ev sahipligi yapmaktadir. Bunun

otesinde kronik hastaliklarin sikliklarimin artmasinin ve yasami tehdit edici hastaliklarin

tedavisi icin kisisellestirilmis ilag uygulamalarinin artisgtnin bu  bolgede biyoteknoloji

piyasasinin gelismesine pozitif katkisi olmaktadir. Asya Pasifik bdolgesinin 2022-2030

doneminde biyoteknoloji piyasasi bakimindan en hizli gelisen bolge olmasi beklenmektedir.

Rekombinant DNA teknikleriyle {iretilmis insan tedavi edici proteinlerine ornekler

Tablo 1.1°de verilmektedir:

Tablo 1.1: Rekombinant DNA teknikleriyle {iretilmis bazi tedavi edici tirtinler.

Uriin

Fonksiyon

Kan proteinleri
Eritropoietin

Faktor VII, VIII ve IX
Doku plaminojen aktivator
Urokinaz

Insan hormonlar:
Epidermal gelisme hormonu
FSH

Insiilin

Relaksin

Somatotropin (GH)

Immiin diizenleyiciler
Interferonlar (o)
Interferonlar (B)
Koloni uyarici faktor
Lizozim

Asilar
Sitomegalovirtis
Hepatit B
Kizamik

Kuduz

Bazi anemilerin tedavisinde
Pihtilasmay1 uyarici

P1iht1 agic1

Kan pihtilagtiricisi

Yara iyilesmesi

Ureme bozukluklarimin tedavisi
Seker hastaliginin tedavisi
Dogum uyarici

Ciicelik tedavisi

Antiviral, antitimor etki
Coklu skleroz tedavisi
Enfeksiyon ve kanser tedavisi
Antienflamatuvar

Enfeksiyonun engellenmesi
Serum hepatitinin engellenmesi
Kizamigin engellenmesi
Kuduzun engellenmesi

Rekombinant DNA'nin uygulanmasiyla,

molekiiler seviyedeki biyoteknolojik

uygulamalar artmig ve mucizevi sonuglar dogurmussa da birgok klasik metot hala
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ekonomikligini ve etkinligini korumaktadir. Biyoteknolojinin genis uygulama alanlar1 olmasi
nedeniyle, burada modern biyoteknolojinin temelini olusturan rekombinant DNA teknolojisi
(genetik mithendisligi) ve uygulamalarina daha fazla agirlik verilecektir. Sekil 1.2 modern

biyoteknolojinin bugiinkii ve gelecekteki olasi yonelim alanlarini géstermektedir.

Yeni genlerin
hayvansal
organizmalara Antikanser
transferi ilaclar
Tek hiicrelerden
hitki kiiltiirleri -

Monoklonal

“Molekiiler

Bivoloj
Suclu arama
I
DNA teknolojisi Genetik le.:::::tlgz!‘
I Miihendisligi
DNA, RNA ve | |
protein Yeni Klonlama Spesifik DNA
hankalarx proteinlerin | profivrniy
sentezi insan Seaiexl
A | proteinlerinin |
Yeni tip hiiyiik dlgekte i
hayvanlar . | yerinin belirlenmesi
| Insan nadir
Yeni tip molekiil kaynak
hesinler hankas1
Yeni Gen terapi
antibiyotikler

Sekil 1.2: Biyoteknolojinin bugiinkii ve gelecekteki yonelim alanlar1

1.1 Mikroorganizmalarin Genel Ozellikleri

Mikroorganizma terimi, mikroskobun icadindan sonra varlig1 ortaya ¢ikarilan organizmalari
ifade etse de agirlikli olarak viriisleri, bakterileri ve mantarlar1 kapsar. Bunun disinda algler ve
protozoonlar da geleneksel mikroorganizma tamimina girer. Geleneksel olarak bakteri terimi
biitiin prokaryotik organizmalar1 kapsar. Ancak giincel filogenetik arastirmalar prokaryotlarin
Archaea ve Bacteria olmak {lizere iki ayr1 domain olusturduklarini ortaya koymustur. Pratik
kullanimda bakteri terimi hala bu iki filogenetik grubu ifade etmektedir. Mikroorganizmalar

arasinda biyoteknolojik bakimdan bakteriler ve mantarlar daha fazla 6n plana ¢ikmaktadir.
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Mantarlar, okaryotik organizmalar olup tek hiicreli yapidan filamentli ve daha kompleks ¢ok

hiicreli yapiya dogru degisen yapisal komplekslige sahiptirler.

Bakteriler, prokaryotik organizmalardir. Kromozomlari, hiicrenin nispeten merkez
bolgesinde olup tek bir DNA molekiilt seklindedir. Biitiin bakteri hiicreleri (istisnalar harig),
bir polisakkarit tiirevi olan peptidoglikan yapisinda bir hiicre duvarina sahiptir. Duvar
yapisinda sadece peptidoglikan iceren bakteriler Gram boyama ile mavi-mor bir renge
boyanirlar ve Gram pozitif olarak adlandirilirlar (Bacillus sp.). Diger baz1 bakteriler, ince bir
peptidoglikan tabakasinin dis tarafinda lipopolisakkarit, protein ve lipoproteinlerden olusmus
bir dis zara sahiptir. Bu bakteriler Gram boyama ile pembeye boyanir ve Gram negatif olarak
adlandirilir (Escherichia coli). Hiicre duvarinin i¢ kisminda hiicre zar1 ve sitoplazma yer alir.
Hiicre sitoplazmasinda zarla ¢evrili organeller bulunmaz. Mitokondri olmadigindan hiicresel
solunum sitoplazmik zar tizerinde ger¢eklesir. Hiicreler kiigiik yapili olup ortalama bir bakteri
hiicresi 2 um civarindadirlar.

Mikroorganizmalar ve oOzellikle bakteriler c¢ok biiylik bir metabolik c¢esitlilik
gosterirler. Bu, mikroorganizmalar kullanilarak bir ¢ok metabolitin ekonomik amaglarla
tiretilmesi imkanini saglar.

Temel ve uygulamali bilimsel arastirmalarda bakterileri kullanmanin bazi avantajlari
vardir:

1. Bakteriler kolay ve hizli tiretilebilirler.

2. Yap1 ve organizasyonlar1 6karyotlara gore daha basit oldugundan bir¢ok metabolik olayin
izlenmesi daha kolaydir.

3. Genetik 06zellikleri ve kontrol sistemleri nispeten basit olup bu mekanizmalarin isleyisi
biiylik oranda anlasilmistir. Daha iyi karakterize edilmis bu sistemlerin temel bilimsel
aragtirmalarda ve biyoteknolojide kullanimlari daha kolay olmaktadir.

4. Bakteriyel kromozomda genler bir biitiin halindedir, yani yapilarinda intron
bulundurmazlar. Bu da bir genin dogrudan klonlanmasina izin verir.

5. Baz bakteri tiirleri dogal bir 6zellik olarak transformasyona izin verirler. Bu da yabanci
DNA'nin hiicre i¢ine transferi i¢in 6nemlidir.

6. Bakteriler plazmit denilen kromozom disi otonom DNA molekiilleri tasirlar. Bu
plazmitler bazi genler tasirlar ve bu genler bakterinin hayati i¢in oldugu kadar
rekombinant DNA metotlarinin uygulanmast i¢in de Onem tasir. Bu genlere en

karakteristik 6rnek antibiyotik direng genleridir.
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7. Bakteriler kolay tiretilir ve tek hiicreler halinde kolayca izole edilebilir. Seyreltik bakteri
kiltiirleri kati besiyerine yayma veya c¢izgi ekim yontemleriyle ekilerek izolasyon

islemleri yapilabilir.

1.2 DNA’nin yapisi

DNA molekiilii birbirinin komplementeri antiparalel iki zincirin olusturdugu ¢ift sarmal
yapida bir makromolekiildiir. Birbiri tizerine kivrilarak sarmal yapiy1 olusturan her bir zincir
niikleotit denilen yapitaslarindan meydana gelir (Sekil 1.3). Niikleotitler bir baz (adenin,
guanin, sitozin veya timin), bir bes karbonlu seker (deoksiriboz) ve fosfat grubundan meydana

gelir.

Sekil: 1.3: Bir deoksiniikleotit trifosfatin (INTP) kimyasal formiili.

Niikleotitler bulundurduklart baza gore isimlendirilirler. Bir DNA zincirine eklenecek
olan niikleotitler, deoksiniikleotit trifosfat seklindedir: dATP, dTTP, dGTP ve dCTP. DNA
polimeraz tarafindan zincire baglanirken distaki iki fosfat grubu molekiilden ayrilirken, icteki
fosfat grubu uzamakta olan DNA zincirinin 3' OH grubuyla bir fosfodiester bag:1 olusturarak
zincire katilir. DNA'nin aksine RNA genellikle tek zincirden meydana gelir. Niikleotitlerin
yapisindaki seker ribozdur. Ayrica timin RNA yapisina katilmaz bunun yerine urasil niikleotit
gecer.

DNA molekiilii niikleotitlerin yapisinda bulunan bazlar arasinda olusan hidrojen
baglar1 yardimiyla ¢ift zincirli sarmal yapisin1 korur. Kural olarak her bir piirin baz1 (A veya
G) bir pirimidin baz1 (C, T veya U) ile eslesir. Bu eslesme daima A ile T ve G ile C arasinda
olur. DNA’nin replikasyonu sirasinda, DNA'dan RNA sentezi sirasinda ve mRNA ile tRNA
arasindaki eslesmede A-U eslesmesi gerceklesir. Cift zincirli RNA molekiillerinde de A-U
eslesmesi vardir. Bir DNA molekiiliindeki zincirlerin birbirinden ayrilmasina denaturasyon

denir. Denaturasyon A-T orani yiikksek olan DNA molekiillerinde daha kolay meydana gelir.
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Bunun nedeni bir A-T ¢ifti sadece iki hidrojen bagi olustururken bir G-C ¢iftinin ti¢ hidrojen
bag1 olusturmasidir.

DNA molekiilintin biiytikliigii daha yaygin olarak baz ¢ifti (bg¢) olarak ifade edilir
(base pairs = bp). 1000 bg 1 kilobaz (kb), 1000 kb 1 megabaz (mb) olarak ifade edilir. 1.55 kb
DNA yaklasik 1 megadalton (mDa) kiitleye sahiptir.



