Biyoteknoloji

3 FONKSIYONEL BiR OKARYOTIK GENIN KLONLANMASI: cDNA
KLONLAMA

Okaryotik genomlarda genler intron denilen kodlamaya katilmayan DNA dizileri tasirlar.
Dolayisiyla 6karyotik bir genomdan fonksiyonel bir gen bdolgesi dogrudan klonlanamaz.
Intron igeren gen bolgesi transkripsiyon ile éncii mRNA'ya doniistiiriildiikten sonra intronlar
gen bolgesinden uzaklastirilir ve sadece ekson denilen kodonlar: tasiyan genin fonksiyonel
kismi kalir (olgun mRNA). Eger olgun mRNA iizerinden bir komplementer DNA
(complementary DNA = cDNA) sentezlenirse bu c¢DNA prokaryotlarda oldugu gibi

fonksiyonel bir gen yapisina sahip olacaktir.

3.1 cDNA Sentezi

Olgun bir mRNA 3" ucunda bir poli A bolgesi icerir. Bu bdlgeyle hibritlesmek {izere bir poli T
oligoniikleotit sentezlenirse, bu bélge DNA polimerazlarin zincire yeni niikleotitler eklemesi
icin bir 3'-OH ucu saglayacak ve komplementer zincir sentezlenecektir. Fakat hiicresel DNA
polimerazlar RNA'y1 kalip olarak kullanamazlar, sadece DNA'y1 kalip olarak kullanilabilirler.
Baz1 RNA viriisleri RNA'y1 kalip olarak kullanarak DNA sentezi gergeklestiren bir enzime,
revers transkriptaz (RNA bagimli DNA polimeraz, ters transkriptaz) enzimine sahiptirler. Bu
enzim kullanilarak olgun mRNA'dan bir cDNA sentezlenebilmektedir.

Rekombinant DNA uygulamalarinda, etkili bir sekilde cDNA sentezlenebilmektedir.
Bu metotlarin esasi su sekilde 6zetlenebilir: mRNA'nin poli A bolgesiyle eslesmek tizere bir
poli T oligoniikleotit sentezlenir (Sekil 3.1a). Bu oligoniikleotit primer olarak is goriir, 3'-OH
grubu saglar. Revers transkriptaz (RTaz) bu 3'-OH ucuna deoksintikleotit trifosfatlar1 (dATP,
dCTP, cGTP ve dTTP) ekler ve mRNA kalib1 boyunca tek zincirli bir cDNA sentezlenir. Bu
asamada iki farkli yaklagimla diger zincir sentezlenebilir. Bu yaklasimlardan birinde,
cDNA:mRNA hibritinin 3' u¢larinda terminal transferaz ile poliC uglart olusturulur (Sekil
3.1a). Sonra ortam alkalilestirilerek mRNA zinciri parcalanir, geriye kalan tek zincir cDNA
molekiilii saflandirilir. Bu ¢cDNA molekiiliiniin 3' ucunda bir poli C bolgesi mevcuttur. Bu
poli C bolgesi ile eslesecek ve 3'-OH ucu saglayacak bir poli G oligoniikleotiti saglanir. Daha
sonra ortama T4 DNA polimeraz eklenerek cDNA c¢ift zincirli hale getirilir.

Diger yaklasimda da, in vitro’da ters transkriptaz aktivitesinden faydalanilir. RNA
kalip olarak kullanilip komplementer DNA zinciri olusturulur. Kalip RNA bitiminde
DNA’nin kendi {izerinde kivrildigi, sa¢ tokasi yapis1 denilen bir yap1 olusur. Bu yap1 yeni
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¢DNA Klonlama

sentezlenen DNA zinciri tizerinde bir serbest 3° OH ucu olusumunu saglar. Ters transkriptaz
bu ucu kullanarak DNA zincirinin komplementerini sentezler. Sa¢ tokasi bolgesi tek zincirli
oldugundan, tek zincirli DNA’y1 pargalayan S1 niikleaz gibi 6zel DNaz enzimleriyle

uzaklastirilir (Sekil 3.1b).
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Sekil 3.1: Olgun bir mRNA tiizerinden ¢ift zincirli cDNA sentezi.

3.2 cDNA'nin Ligasyonu

Revers transkriptaz aktivitesi ile sentezlenmis bir cDNA molekiilt kor uglara sahiptir. Kor
uclu DNA molekiillerinin vektor i¢ine ligasyonu ¢ok zordur. Bu cDNA molekiiliine yapigkan
uclar eklenmesi klonlamay1 kolaylastiracaktir. Bunun i¢in yaygin kullanilan iki metot vardir
(Sekil 3.2). Bu metotlardan biri restriksiyon enzimi tanima bolgeleri i¢eren bir linker
(baglayic1) DNA molekiiliniin kor uglara baglanmasi ve digeri de ¢cDNA molekiillerinin
uclarina homopolimerlerin baglanmasidir (Sekil 3.2).

Sonugta yapiskan uglarla vektodr igine ligasyonu saglanan ¢cDNA genomik DNA
klonlama sirasinda izlenen yollar takip edilerek klonlanir. Dogru klonun se¢imi bir prob
mevcutsa radyoaktif veya immiinolojik isaretleme ile yada genetik komplementasyon ile

gerceklestirilir.
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Sekil 3.2: DNA linker ve homopolimer eklenmesi yoluyla cDNA'min ligasyonunun

kolaylastirilmasi.
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