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Biyoteknoloji

1 GIRIS

Temelleri ¢ok eskilere dayansa da bilim ¢evrelerinde biyoteknoloji terimi, ilk defa 1961
yilinda Isvegli bilim insam1 Carl Géren Heden tarafindan kullamlmustir. Bilimsel bir disiplin
olarak kabul edilmesinden sonra biyoteknoloji su sekilde tanimlanmustir: “Biyoteknoloji,
organizmalarin, biyolojik sistemlerin ve siireglerin kullammiyla endiistriyel iiriinlerin ve
hizmetlerin tiretimidir”. Bir endiistriyel mikrobiyolog biyoteknolojiyi “endiistriyel uygulamasi
olan kimyasal iglemleri yiiriitmek tizere canli organizmalarin kullanilmas:" seklinde tanimlar.
Diger yandan 1970'lerde rekombinant DNA tekniklerinin gelistirilmesinden sonra
biyoteknolojiye yeni kavramlar girmis ve biiyiikk bir degisim ve hamle ger¢eklesmistir.
Amerikan ¢evre koruma teskilatinin bu giinkii biyoteknolojiyi daha modern bir sekilde
tamimlar: "Insan icin faydali iiriinler iiretmek iizere canli organizmalarmm kullanilmasi
biyoteknoloji olarak adlandirihir. Bir bakima canli organizmalarin teknik ve endiistriyel
islemlere uygulanmasidir. Ayrica genetik miihendisligi (rekombinant DNA) teknikleriyle
manipule edilmis yeni mikroplarin kullamilmas: 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 yani1 sira polimeraz zincir reaksiyonu (PZR), DNA dizileme, gen
ekspresyonu ve fonksiyonel genomik gibi diger teknikler de biyoteknolojik uygulamalar igin
esasi tekniklerdir. Daha genellestirilereck soyle bir biyoteknoloji tanimi yapilabilir:
“Biyoteknoloji, endiistriyel, medikal ve tarimsal 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 kontrolli bir sekilde iretilmis ve
uygulamaya siiriilmiistiir.

Rekombinant DNA oncesi biyoteknoloji ¢ok eskilere uzanir ve esas olarak
mikroorganizmalarin metabolik farkliliklarindan faydalanarak o6zellikle besin maddeleri
iretmek esasmna dayanir. Alkolli ickiler, sirke, peynir ve yogurt iiretimi igin
mikroorganizmalar tarth Oncesinden bu yana kullanila gelmistir. Baglangicta
mikroorganizmalarin dogal olarak meydana gelmis olan degisik suslar1 verimi artirmak iizere

kullanilmis, daha sonra degisik mutajenler (radyasyon, kimyasal maddeler) kullanilarak daha
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iyi karakterlere sahip mutantlar elde edilmeye c¢alisilmistir. Rekombinant DNA
uygulamalaria kadar, ekonomik verimi yiiksek mutant sus elde etme caligmalar1 sinirli bir
basar1 saglayabilmistir. Rekombinant DNA devri Oncesinde ve sonrasinda klasik
biyoteknoloji teknikleri kullanilarak birgok mikrobiyal {irlinler {iretilmis olup bunlarin
ekonomik degeri olduk¢a biiyiiktiir. Genel olarak uygulamali mikrobiyoloji olarak
adlandirilabilecek bu ¢calismalar su ana konulari icerir:

1. Mayalanmis besin ve igki tiretimi,

2. Antibiyotik tiretimi,

3. Atik su aritimi,

4. Biyoremediasyon.

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

Uriin Kullanim Alam

Mayalanmus icecekler ve distile likorler  Icki

Antibiyotikler Ilag

Peynir Yiyecek

Endiistriyel alkol Yakit katkisi

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 bolgesi 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 ydnlendirilmis mutasyon ydntemleriyle proteinlerin yapisi
degistirilebilmektedir. Bunun da 6tesinde tamamen sentetik DNA molekiilleri veya genler
iretilebilmektedir. Yine bu teknoloji, kontrollii rekombinasyonlara izin vermekte ve istenilen
ozellikte mutasyonlar eklenerek bir organizmaya dogal olarak sahip olmadiklart karakterler
eklenebilmektedir.

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

iiretilmesidir. Rekombinant DNA 6ncesi devrede tonlarca domuz pankreasindan elde edilen



Biyoteknoloji

ve cok pahaliya mal olan insiilin, istelik antijenik uyusmazliktan dolay: 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
kalkmistir.

Rekombinant DNA sonrasi evresinde, tedavi edici ajanlarin liretiminde, tarimda, atik
su artiminda, zararli maddelerin yok edilmesinde ve yeni tip antibiyotiklerin
sentezlenmesinde molekiiler seviyeye dogru bir yonelim ve biiyiikk 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 iliskisi

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

Sekil 1.1: Molekiiler biyoteknolojinin diger bilim kollariyla iliskisi

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 alanlar ise saglik,
besin ve tarim, dogal kaynaklar ve ¢evre, endistriyel isleme ve biyoinformatiktir. 2021 yili
kiiresel biyoteknoloji pazart 1,024 trilyon ABD dolar1 olarak hesaplanmistir. 2030 yilinda bu
biiytikligiin 3,880 trilyon dolara ¢ikmasi beklenmektedir.
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Kuzey Amerika iilkeleri bu pazarin %44.21’ine sahiptir. Bu bolgede biyoteknoloji

pazar1 bircok faktoriin etkisiyle gelismektedir: Kilit piyasa oyuncularmin bu bélgede

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

harcamalari. Bolge; yasam bilimleri araclarinin gelistirilmesini kolaylagtiran genomik,

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

otesinde kronik hastaliklarin sikliklarinin artmasinin ve yasami tehdit edici hastaliklarin

tedavisi igin kisisellestirilmis ila¢ uygulamalarimin artisinin bu boélgede biyoteknoloji

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

doneminde biyoteknoloji piyasasi bakimindan en hizli gelisen bolge olmasi beklenmektedir.

Rekombinant DNA teknikleriyle iiretilmis insan tedavi edici proteinlerine 6rnekler

Tablo 1.1’de verilmektedir:

Tablo 1.1: Rekombinant DNA teknikleriyle {iretilmis baz1 tedavi edici iiriinler.

Uriin

Fonksiyon

Kan proteinleri
Eritropoietin

Faktor VII, VIII ve IX
Doku plaminojen aktivator
Urokinaz

Insan hormonlari
Epidermal gelisme hormonu
FSH

Insiilin

Relaksin

Somatotropin (GH)

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

Bazi anemilerin tedavisinde
Pihtilasmay1 uyarici

P1ht1 agict

Kan pihtilastiricisi

Yara iyilesmesi

Ureme bozukluklarmin tedavisi
Seker hastaliginin tedavisi
Dogum uyarici

Ciicelik tedavisi

Antiviral, antitimor etki
Coklu skleroz tedavisi
Enfeksiyon ve kanser tedavisi

Lizozim Antienflamatuvar

Asilar

Sitomegaloviriis Enfeksiyonun engellenmesi

Hepatit B Serum hepatitinin engellenmesi

Kizamik Kizamigin engellenmesi

Kuduz Kuduzun engellenmesi
Rekombinant DNA'nin uygulanmasiyla, molekiiler seviyedeki

biyoteknolojik

uygulamalar artmig ve mucizevi sonuglar dogurmussa da bir¢ok 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 miihendisligi) ve uygulamalarina daha fazla agirlik verilecektir. Sekil 1.2 modern

biyoteknolojinin bugiinkii ve gelecekteki olas1 yonelim alanlarini géstermektedir.

Yeni genlerin
hayvansal
organizmalara Antikanser
transferi ilaclar
Tek hiicrelerden

bitki kiiltiirleri

Monoklonal

‘ Antikorlar

" Molekiiler

Bivoloji
Suclu arama
1
DNA teknolojisi e ?zioslekuleu;"er
I Miihendisligi
DNA,RNA ve | |
protein Yeni Klonlama — Spesifik DNA
hankalary proteinlerin l problarimn
I-— sentezi Fiisai sentezi
s proteinlerinin |
Yeni tip biiyiik dlcekte :
emOmURUE gy e iretimi ik
apaNiar | yexinin belirleinesi
| Insan nadir
Yeni tip molekiil kaynak
hesinler hankasi
Yeni Gen terapi
antibiyotikler

Sekil 1.2: Biyoteknolojinin bugiinkii ve gelecekteki yonelim alanlari

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 tanimina girer. Geleneksel olarak bakteri terimi
biitiin prokaryotik organizmalar1 kapsar. Ancak giincel filogenetik arastirmalar prokaryotlarin
Archaea ve Bacteria olmak iizere iki ayr1 domain olusturduklarint 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, 6karyotik 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 molekiilii seklindedir. Biitiin bakteri hiicreleri (istisnalar harig),
bir polisakkarit tiirevi olan peptidoglikan yapisinda bir hiicre duvarina sahiptir. Duvar
yapisinda sadece peptidoglikan igeren bakteriler Gram boyama ile mavi-mor bir renge
boyanirlar ve Gram pozitif olarak adlandirilirlar (Bacillus sp.). Diger bazi bakteriler, ince bir
peptidoglikan tabakasinin dis tarafinda lipopolisakkarit, protein ve lipoproteinlerden olusmus
bir dig 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 g¢evrili organeller bulunmaz. Mitokondri olmadigindan hiicresel
solunum sitoplazmik zar iizerinde gerceklesir. Hiicreler kiigiik yapili olup ortalama bir bakteri
hiicresi 2 um civarindadirlar.

Mikroorganizmalar ve Ozellikle bakteriler cok biiyilk bir metabolik c¢esitlilik
gosterirler. Bu, mikroorganizmalar kullanilarak bir ¢ok metabolitin ekonomik amaclarla
iiretilmesi imkanin saglar.

Temel ve uygulamali bilimsel arastirmalarda bakterileri kullanmanin bazi avantajlari
vardir:

1. Bakteriler kolay ve hizli tiretilebilirler.

2. Yap1 ve organizasyonlari1 6karyotlara gore daha basit oldugundan bir¢ok metabolik olayin
izlenmesi daha kolaydir.

3. Genetik 6zellikleri ve kontrol sistemleri nispeten basit olup bu mekanizmalarin isleyisi
bliyiik oranda anlasilmistir. Daha iyi karakterize edilmis bu sistemlerin temel bilimsel
arastirmalarda ve biyoteknolojide kullanimlar1 daha kolay olmaktadir.

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

5. Bazi 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 bazi1 genler tasirlar ve bu genler bakterinin hayati i¢in oldugu kadar
rekombinant DNA metotlarinin uygulanmasi i¢in de Onem tasir. Bu genlere en

karakteristik 6rnek antibiyotik direng genleridir.
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7. Bakteriler kolay firetilir ve tek hiicreler halinde kolayca izole edilebilir. Seyreltik bakteri
kiiltiirleri kati besiyerine yayma veya cizgi ekim yontemleriyle ekilerek izolasyon

islemleri yapilabilir.

1.2 DNA’nin yapisi

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

gelir.

-
77 Baz O\

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

Niikleotitler bulundurduklar 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 bagi 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 yapisini 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 yiiksek 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 {i¢ hidrojen
bagi olusturmasidir.

DNA molekiiliniin biiyiikligii 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.



Biyoteknoloji

2 GEN KLONLAMA

Molekiiler klonlama rekombinant DNA teknolojisinin temel iglemlerinden biridir. Gen
klonlamada hedef bir gen veya genleri tasiyan bir DNA bdlgesini genom i¢inden ayirip daha
kiiciik ve cogaltilabilir molekiiller halinde elde etmektir. Prokaryotlar disiintildiigiinde
megabaz (mbg), oOkaryotlar diisiiniildiigiinde binlerce megabaz biiyiikliigiindeki genomik
DNA i¢inde ve binlerce gen arasinda tek bir genin manipulasyonu hemen hemen imkansizdir.
Bu durumda ideal olan hedef gen bolgesini genomdan ayirarak sadece o gen bdlgesiyle
calismaktir. Bunun i¢in de ilgili gen bolgesinin klonlanmasi gerekir.

Bir hedef DNA molekiiliinii otonom olarak replike olabilen daha kiigiik molekiiller
halinde klonlayabilmek icin bazi temel gereklilikler vardir. Bunlardan en belirgin olanlari
restriksiyon endoniikleazlar, T4 DNA ligaz, dana bagirsak alkalen fosfataz enzimleri, vektor

DNA’s1, konak sistemi ve DNA transfer yontemleridir.

2.1 Gen Klonlama igin Temel Gereklilikler

2.1.1 Restriksiyon endonukleazlar

Restriksiyon endoniikleazlar DNA molekiillerini 5° u¢larinda fosfat ve 3’ uglarinda OH grubu
kalacak sekilde i¢ kisimlardan kesen bir enzim grubudur. Bu enzimler yardimiyla her tiirlii
DNA molekiili kesilip kii¢iik fragmentlere ayrilir veya halkasal formdan dogrusal forma
doniistiiriliir. Restriksiyon endoniikleazlar tig tiptir: tip I, tip Il ve tip 111. Her {ig tip enzim de
DNA molekiiliinii belli bir bolgeden tanir ve baglanirlar. Bu bdlgeye tamima bolgesi veya
tammma dizisi denir. Bu giin i¢in bilinen ylizlerce retriksiyon endoniikleazin her birinin 6zgiil
birer tanima dizisi vardir. Ilgili tanima dizisini bulunduran DNA molekiilleri bu enzim
tarafindan kesilir. Tip I enzimleri tanima bolgesine baglanir ve DNA’y1 tanima bolgesinin
disindan rasgele bir bolgeden keser. Tip I enzimlerinin DNA’y1 nereden kestigi bilinemez. Bu
nedenle rekombinant DNA islemlerinde kullanilamazlar. Tip Il restriksiyon endoniikleazlar
ters yonde yerlesik iki adet tanima dizisinden DNA’y1 tanirlar ve baglanirlar; sonra tanima
dizisinin 25-27 b¢ asagisindan DNA’y1 keserler.

Restriksiyon endoniikleaz tip Il enzimleri, DNA’ya tanima dizilerinden baglanirlar ve
bu dizi i¢inde daima belli bir noktadan keserler. Dolayisiyla tip II restriksiyon enzimlerinin,

eger bir DNA’y1 kesiyorlarsa kestikleri bolge daima aynidir ve olusan fragmentlerin ug
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kisimlarmin niikleotit (baz) dizileri bilinir. Bu nedenle restriksiyon endoniikleaz tip II
enzimleri rekombinant DNA islemlerinde kullanilir ve ¢ogu zaman “tip II” ifadesi atlanir.
Restriksiyon endoniikleazlar (tip II!) kesis tarzina gore DNA fragmentlerinin ug
kisminda tek zincirli bir bolge kalmasina neden olabilir. Bu uglara yapiskan ug¢lar denir. Eger
uglarda tek zincirli bolge olugsmuyorsa bu tip uglara da kér uclar denir. Bu enzimler birbirinin
aynisi olan iki alt birimden meydana gelmistir. Alt birimlerden biri DNA zincirinin birini,
diger alt birim de diger zinciri keser. Enzimin alt birimlerinin kesme noktalarinin konumu

uclarin yapiskan veya kor uclu olmasini saglar (Sekil 2.1).
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3. Kor uc

Sekil 2.1: Restriksiyon endoniikleaz tip II enzimlerinin tanima dizileri ve kesme noktalarinin

pozisyonlart ile ug 6zelliklerinin olusumu.

Uglarin yapiskanliginin gerekgesi ayni enzimle olusturulmus (kesilmis) olan farkli
fragmentlerin u¢ kisimlarinin niikleotit dizilerinin birbirinin komplementeri olmasidir. Bu
fragmentler komplemeter bdlgeden hidrojen baglariyla zayif bir sekilde de olsa birbirine

tutturulur. Bu olay yapigkanlik olarak algilanmaktadir.

2.1.2 T4 DNA ligaz

Bu enzim iki DNA molekiiliinii 5° fosfat ve 3’-OH uglar1 arasinda bir fosfodiester bagi
olusturarak birbirine baglar. DNA fragmentlerinin vektéor DNA’sina baglanmasinda kullanilir.

(Sekil 2.2a)
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2.1.3 Dana bagirsak alkalen fosfataz (CIAP)

Vektor molekiillerinin yeniden kendi uglariyla baglanmasini engellemek i¢in kullanilir. 5’
fosfat gruplarint koparip yerine OH grubunun kalmasini saglar. Bu durumda vektor
DNA’sinin biitiin uglari OH oldugundan T4 DNA ligaz bu uclar1 birbirine baglayamaz.

Dolayisiyla baglanma vektor ile genom parcalar arasinda olacaktir. (Sekil 2.2b)

N\ B,
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5 —r-\—T cd ® T A4 7 @M——-CU'
Vi) o5smm,  fDN | e A
= A RaATE, A ALY
Ay 1Dons o v“l"f;‘flt-
J’ TL DA Upez L =tlenten fodatel)
ATP - T
:J._. C‘“ P At 4 EL 0*" -’

!
3

5 A P- F' ? - ot ax g!
i) t Lo R A ! | r ' y!

Sekil 2.2: a) DNA ligazin iki DNA fragmentini birlestirmesi. b) CIAP uygulanmis bir DNA

N

molekiiliiniin uglari.

2.1.4 Vektor

Genomdan elde edilen kiiciik DNA pargalar1 kendi replikasyonlarini gerceklestiremezler. Bu
molekiiller daha kii¢iik replikasyon birimlerine baglanarak, bu birimlerin bir parcasi olarak
izole edilirler. Hedef DNA yi tasimak iizere kullamlan kii¢iik replikasyon birimlerine vektor
denir. Vektor DNA’s1 genellikle halkasal molekiiller olup dogal plazmit, viriis veya bunlarin
hibritlerinin manipule edilmis tiirevleridirler. 10 kb’1n altinda genellikle 5 kb’dan kiigiik DNA
molekiilleridirler. Vektorler her seyden 6nce bir replikasyon orijinine sahiptirler. Ayrica
bulunduklari hiicrede varliklarini belli edecek bazi genetik isaretleyiciler tasirlar. S6zgelimi
bir veya daha fazla antibiyotik direng geni veya laktoz metabolizmasi genlerinden birini
kodlayan bir lacZ’ geni gibi. Ayrica hedef DNA’nin baglanmasi i¢in kullanilacak bir veya
daha fazla restriksiyon endoniikleaz tammma dizisine sahiptirler. Bu tanima dizilerinin
konumu da 6nemli olmaktadir. Vektorlerin diger bir 6zelligi, kopya sayisidir. Tek bir kopya
olarak girdikleri tek bir konak hiicrede sayilarimi yiizlerce kopyaya ¢ikarirlar. Dolayisiyla
kendileriyle beraber tasidiklar1 hedef DNA molekiiliinii de ¢ogaltirlar. Yaygin kullanilan
vektorlere pUC19 ve pBR322 6rnek verilebilir (Sekil 2.3). Bu tip vektorler nispeten kiiciik
DNA fragmentlerini kabul ederler. Ozellikle genom arastirmalarinda daha biiyiik (100 kb-
2000 kb gibi) DNA molekiillerini kabul eden vektorler de vardir. Bunlar organizmalarin
yapay kromozomlar1 olarak manipule edilmislerdir (BAC, YAC gibi).
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Sekil 2.3: pUC19 ve pBR322 klonlama vektorlerinin fiziksel haritasi.

2.1.5 Konak sistemleri

Hedef DNA ile baglanmis durumdaki bir vektér molekiiliine rekombinant vektor denir.
Rekombinant vektor replike edilerek ¢ogaltilmasi gerekir. Bunun icin canli hiicrelere ihtiyag
vardir. Bu hiicreler genellikle prokaryotik hiicreler olup, genellikle E. coli suslaridirlar.
Rekombinant DNA molekiillerinin replikasyonunun yapildigi bu hiicreler konak hiicre
olarak adlandirilir. Her vektoriin replike olabildigi belli bir konak hiicre vardir. Bir konak
hiicre kolay iiretilebilmeli, ¢ok sayida vektorii kabul edebilmeli yani onlarin replikasyonunu

gerceklestirebilmelidir.

2.1.6 DNA transfer yontemleri

Rekombinant DNA in vitro’da elde edilir. Bu DNA’nin ¢ogaltilmasi (replikasyonu) igin
konak hiicre icine transfer edilmesi gerekir. Normalde hiicreler yabanci DNA’y1 kolayca
kabul etmezler. Dolayisiyla konak hiicreye DNA transferi i¢in bazi yontemler gereklidir.
Klonlama iglemlerinde E. coli hiicrelerine DNA nakli i¢in en yaygin olarak kullanilan iki
yontem, transformasyon ve elektroporasyondur. Transformasyonda konak hiicrelere 6zel
islemler uygulanarak (sozgelimi 4°C’de CaCl, uygulamasi gibi) hiicreler DNA’y1 kabul
edebilir hale getirilir (alict hiicre), sonra DNA ile karstirilir. Bir sicaklik sokundan sonra
DNA hiicre i¢ine girer. Elektroporasyonda hiicreler kontrollii olarak elektrik alana maruz
birakilarak zar organizasyonunun az miktarda bozulmasi saglanir. Bu sirada ortamdaki DNA
hiicreye girer. Bu yontemlerin disinda konjugasyon, 6zellikle 6karyotik konak hiicreler igin
viriis araciligi ile transfer, biyolistik (molekiil tabancalari) ve mikroenjeksiyon yontemleri

gibi DNA nakil yontemleri de vardir.
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2.2 Klonlama islemleri

Genomik bir DNA bolgesinin klonlanmasi, hedef geni tasiyan DNA bdlgesinin bir vektore
baglanarak konak hiicreye nakledildikten sonra dogru rekombinant vektoriin belirlenmesi

islemlerini igerir (Sekil 2.4)

_Yabanc1 DNA

Antihiyotik _* Plazmid |
direnc geni

Rekombinant
DNA
DNA transferi
M-S NN |
Bakiteri Bakteri Antibiyotik iceren
hiicreleri :Q;j lkm"w“'““ hesiyerine ekim
".\}__l | 4
| PO —

Sadece rekombinant DNA'y1
iceren hakteri iirer

Sna besiyerine l

2L —‘.:’ A S
transfer DI
Klon 18 saflanduma
—

O O
Sekil 2.4: Molekiiler klonlama islemlerinin 6zet semast

2.2.1 Gen kutuphanesinin olusturulmasi

1. Belli bir geni klonlanmak istenen organizmanin genomik DNA’s1 saflandirilir ve uygun
bir restriksiyon endoniikleazla kesilir. Artitk genom daha kiiglik, farkli biiyiikliikte
yiizlerce DNA fragmentleri haline gelmistir.Bu parcalarin normalde 10 kb’dan kiiciik
olmalar1 istenir. Ozel durumlar hari¢ tutulursa bu parcalardan sadece biri hedef geni tasir,
fakat bunun hangi fragment oldugunu belirleyip digerlerinden ayirmak bu asamada olas1

degildir.
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2. Segilecek uygun bir vektor genomik DNA’nin kesildigi restriksiyon enzimi ile Kesilir ve
vektoriin kendi tlizerine tekrar halkalanmasini engellemek igin dana bagirsak alkalen
fosfataz enzimi ile 5° fosfat gruplar1 koparilir.

3. Sonra genomik DNA fragmentleri ve kesilmis vektor karistirilir, T4 DNA ligaz eklenerek
vektor ile genomik DNA parcalarinin birbirine baglanmasi saglanir. Bu olay ligasyon
olarak adlandirilir. Ligasyon sirasinda yeterli miktarda vektér ve genomik DNA
fragmentleri saglanirsa, rasgelelik esasmma gore genomun tamaminin, pargalar halinde
farkli vektor molekiillerine baglanmasi gergeklesecektir. Sonugcta, biitiin genoma ait bilgi
test tiipii i¢indeki rekombinant vektorlere baglanmis durumdadir. Bu asamadan sonra her
bir rekombinant vektoriin ¢ogaltilmast gerekir. Yani her bir bireysel rekombinant vektor
bir konak hiicreye nakledilmelidir.

4. Rekombinant vektor karisimi, alici hale getirilmis konak hiicrelere veya elektroporasyon
uygulanacak konak hiicrelere karistirilir. Her bir konak hiicre biiyiik olasilikla tek bir
rekombinant vektorii kabul eder. Dolayisiyla her hiicre, yapisinda genomun bir pargasinin
bagli bulundugu tek bir rekombinant vektorii tasir. Bu asamada, rekombinant vektor
tastyan her bir hiicre bir klon olarak kabul edilebilir.

5. Transformasyon sonrasinda hiicreler vektor tarafindan direng fonksiyonu kodlanan
antibiyotigi igeren besiyerinde iiretilir. Transformasyon sirasinda milyarlarca hiicre
arasindan az sayida hiicre (ylizlerce veya birka¢ bin) rekombinant vektorii kabul edecektir.
Dolayisiyla antibiyotik igeren kati besiyerinin yiizeyinde de vektoriin sagladigi direncin
avantajin1 ~ kKullanarak rekombinant vektorii tasiyan hiicreler geliserek koloni
olusturabilecektir. Her koloni tek bir hiicreden koken aldig1 i¢in bir koloniyi olusturan her
hiicre ayni tip rekombinant vektor tasir. Bu nedenle her koloni bir klon olarak adlandirilir.
Yani bir koloninin biitiin tiyeleri birbirlerinin klonlaridirlar, genetik yapilart aynmidir. Elde
edilen bu klonlarin tamamina gen kiitiiphanesi denir ve optimum sartlarda belli bir geni

klonlanmak istenen organizmanin genomundaki genetik bilginin tamamin tagir.

2.2.2 Gen kiitiphanesinden dogru klonun segilmesi

Gen kiitliphanelerinden hangi klonun hedef gen bdlgesini tasidigr bilinmez. Yiizlerce klondan
(koloni!) biri veya bir ka¢1 dogru klon olabilir. Sonugta biitiin koloniler ayn1 tip antibiyotik
direncine sahip olduklarindan bir ayrim yapmak imkansizdir. Bu nedenle dogru klonun
secilebilmesi i¢in ek yontemlere ihtiyac¢ vardir. Dogru klonun se¢ilmesinde baslica iki yontem

uygulanir: DNA hibridizasyonu ve genetik komplementasyon.
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DNA hibridizasyonunda, hedef DNA molekiilii ile belli oranda homolojiye sahip olan
DNA molekiilleri kullanilir. Hedef DNA’ya homolog olan bu molekiil radyoaktif olarak veya
diger yontemlerle isaretlenerek goriintiilenebilir hale getirilir. Isaretlenerek goriintiilenebilir
hale getirilmis bu tip molekiillere prob denir. Bir prob DNA, tam veya belli oranda
homolojiye sahip bir DNA karisiminda bir denaturasyon-renaturasyon dongiisiinden sonra
diger molekiille hibritlesebilir. Hibrit durumdaki prob takip edilebildigi i¢in bilinmeyen
DNA’nin proba benzer olduguna kara verilir.

Klonlamak istedigimiz gen akraba bir organizmadan daha once klonlanmigsa o
organizmanin ilgili gen bdlgesi prob olarak kullanilabilir. Boyle bir proba sahipsek gen
kiitiiphanesini olusturan klonlar tek tek veya toplu olarak probla karistirilarak hangi klonun
hibritlestigini belirleyebiliriz. Probla hibritlesen klon hedef geni tasiyan klon olarak belirlenir
ve daha ileri analizler i¢in kullanilir.

Eger prob mevcut degilse, uygulanacak tek yontem genetik komplementasyondur.
Klonlanacak gen bakimindan mutant olan bir sus mevcutsa, bu susa yabani tip bir gen
saglandiginda susun fenotipi yabani tipe doniisecektir. Bu olay genetik komplementasyon
olarak adlandirilir. Mutant hiicreye her bir klondan izole edilmis rekombinant vektor
eklenerek yabani tip fenotipin kazanilip kazanilmadigina bakilir. Mutant susa yabani tip

fenotipi saglayan klon dogru klon olarak alinir ve daha ileri analizlere tabi tutulur.

2.3 Klonlama Sirasinda Dikkat Edilecek Hususlar

1. Restriksiyon endoniikleaz secimi: Genomik DNA ve vektorii kesmek i¢in kullanilan
restriksiyon endontikleazlar yapiskan uclar iiretmelidir. Bu ligasyonu kolaylastiracaktir.
Restriksiyon enzimi tanima bolgelerinin konumu (direng geni veya lacZ' geni iginde
olmasi) rekombinant ve yabani tip vektorlerin secimini kolaylastiracaktir. Secilen enzim
genomik DNA'y1 10 kb'in altinda fragmentler haline getirmelidir.

2. Vektor secimi: Vektor kullanilacak konaga uyumlu olmali, yani ilgili konak iginde
replikasyon ve ekspresyon yapabiliyor olmali. Ayrica birden fazla secilebilir isaretleyici
karakteri kodlayan gen bolgelerine ve yeterli sayida restriksiyon enzimi tanima bdlgesine
sahip olmalidir. pBR322, iki antibiyotik diren¢ geni ve birka¢ kullanilabilir restriksiyon
endoniikleaz tamima bolgesine sahipken pUC19 bir antibiyotik direng geni, bir lacZ' geni
ve ¢ok sayida restriksiyon enzimi tanima bolgesine sahiptir.

3. Prob secimi: Prob ile hedef DNA arasindaki homoloji ne kadar fazla ise hibritlesme orani

da o kadar yiiksektir. Dolayistyla bir prob segerken miimkiin olan en yakin bir akraba
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organizmaya ait gen bolgesi tercih edilmelidir. Bu organizma ayni tiiriin diger bir susuna,
bu miimkiin degilse akraba bir tiir veya cinse ait olabilir. Eger klonlanmak istenen gen
akraba organizmalardan da klonlanmamigsa bu durumda uzak akraba organizmalarim ilgili
genleri karsilastirilarak sentetik bir DNA sentezlenip bu DNA prob olarak kullanilir.

. Klonlanacak genin konaga etkisi: Klonlanan genler genellikle konak olarak kullanilan
organizma disinda diger bir organizmanin genidir. Bu yabanc1 genlerin iiriinleri konak i¢in
zararlt olmamalidir. Eger klonlanan genin iirlinii konak i¢in zehirli ise bu genin o konak
icinde klonlanmas1 miimkiin degildir.

Genetik olarak manipule edilmis organizmalarin kontrolii: Genetik miihendisligi
yoluyla gerek plazmit yapisinda ve gerekse genomik DNA'sinda manipulasyon yapilmis
klonlar (bakteriler veya diger organizmalar) dogal denge i¢in daima bir tehlike arz ederler.
Bu bakimdan her ne sekilde olursa olsun gelisebilir formdaki bu tip organizmalarin
dogaya birakilmasi kesinlikle Onlenmelidir. Bu tip organizmalar ancak kontrolli
laboratuvar sartlarinda iretilebilir. Dogaya birakilacak organizmalar icin 6zel ve yasal

giivenlik testlerinin tamamlanmasi gerekir.
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3 FONKSIYONEL BiR OKARYOTIK GENIN KLONLANMASI: cDNA
KLONLAMA

Okaryotik genomlarda genler intron denilen kodlamaya katilmayan DNA dizileri tasirlar.
Dolayistyla okaryotik bir genomdan fonksiyonel bir gen bolgesi dogrudan klonlanamaz.
Intron igeren gen bolgesi transkripsiyon ile éncii mRNA'ya doniistiiriildiikten sonra intronlar
gen bolgesinden uzaklastirilir ve sadece ekson denilen kodonlari tasiyan genin fonksiyonel
kismi kalir (olgun mRNA). Eger olgun mRNA {izerinden bir komplementer DNA
(complementary DNA = cDNA) sentezlenirse bu cDNA prokaryotlarda oldugu gibi

fonksiyonel bir gen yapisina sahip olacaktir.

3.1 cDNA Sentezi

Olgun bir mRNA 3" ucunda bir poli A bolgesi igerir. Bu bolgeyle hibritlesmek iizere bir poli T
oligoniikleotit sentezlenirse, bu bolge 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.
Bazi RNA viriisleri RNA'y1 kalip olarak kullanarak DNA sentezi gerceklestiren 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 esas1 su sekilde 6zetlenebilir: mRNA'nin poli A bdlgesiyle eslesmek iizere 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 deoksiniikleotit trifosfatlar1 (dATP,
dCTP, cGTP ve dTTP) ekler ve mRNA kalib1 boyunca tek zincirli bir cONA sentezlenir. Bu
asamada iki farkli yaklasimla 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 pargalanir, 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 iizerinde kivrildigi, sa¢ tokasi yapisi denilen bir yap1 olusur. Bu yap1 yeni
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sentezlenen DNA zinciri iizerinde 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 parcalayan S1 niikleaz gibi 6zel DNaz enzimleriyle
uzaklastirilir (Sekil 3.1Db).
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Sekil 3.1: Olgun bir mRNA iizerinden ¢ift zincirli cDNA sentezi.

3.2 cDNA'nin Ligasyonu

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

Sonucta yapiskan uglarla vektor 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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4 POLIMERAZ ZINCiR REAKSiIYONU (PCR) VE PCR KLONLAMA

4.1 Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR) ve Uygulamalari

Polimeraz zincir reaksiyonu (PCR=Polymerase Chain Reaction) in vitro'da 6zel bir DNA
dizisini (molekiiliinii) biiyiilk miktarlarda ¢ogaltmak (amplifikasyon) i¢in etkili bir islemdir.
Bir DNA dizisini bir milyar kat1 kadar ¢ogaltabilen bu islem ti¢ asamali devirsel bir siiregtir.
PCR reaksiyonlari i¢in ana gereklilikler sunlardir:
1. Yaklasik 20 niikleotit uzunlugunda iki adet sentetik oligonukleotit. Bu oligoniikleotitler
primer olarak 1 goriirler ve ¢ogaltilmasi istenilen hedef DNA zincirinin her iki ucu ile
5'-3' yoniinde homolog olmali ve bir 3'-OH grubu saglamalidir (Sekil 4.1). Homolog
primer iiretmek icin ve dolayisiyla bir PCR reaksiyonunu gerceklestirebilmek i¢in hedef
DNA'nin, primerin baglanacagi bolgesinin baz dizisi bilinmelidir.
2. 100 ila 5 000 bp uzunlugunda olan ve primerlerin baglanabildigi bir DNA 6rnegi, kalip
DNA (saf veya karisik halde).
3. 95°C ve daha yiiksek sicakliklarda stabil (aktif) kalabilen bir DNA polimeraz.
4. Dort deoksiriboniikleotitler (AATP, dCTP, dGTP ve dTTP).

Bir DNA molekiiliiniin amplifikasyonu i¢in tipik bir PCR islemi 30 civarinda dongii
sonucu gergeklestirilebilir. Her dongii tic asamadan meydana gelir.

1. Denaturasyon: PCR amplifikasyon sisteminde ilk basamak bir reaksiyon tiipii ig¢inde
sicakligi 95°C'ye yiikselterek DNA'y1 denatiire etmektir (Sekil 4.2a). Kaynak (hedef)
DNA'ya ilave olarak bu tlip biiyiik sayida, primer olarak adlandirilan oligoniikleotit,
sicaklik direngli bir DNA polimeraz (yiliksek sicakliklara sahip su kaynaklarinda
yasamaya uyum saglamis Thermus aquaticus'tan elde edilmis Tag DNA polimeraz gibi)
ve dort deoksiriboniikleotiti igerir.

2. Renaturasyon (hibridizasyon, annealing): ikinci asamada karisimin sicakligi yavasca
55°C'ye indirilir. Bu basamakta primerler kaynak DNA'daki homolog bdlgeye baglanir.

3. Sentez: Ugiincii basamakta siklikla Tag DNA polimeraz igin optimum olan ~75°C'ye
cikarilir. DNA sentezi her bir primerin 3'-OH ucundan itibaren baslar.

IIk dongii sonunda test tiipiinde orijinal DNA zincirleri ve bu orijinal DNA'nin

primerin baglandigi bolgesinden baglayarak iiretilen "uzun kalip" DNA zincirleri vardir.

Ikinci dongii sonunda kaynak DNA (orijinal DNA) uzun kalip DNA ve kisa kalip DNA
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mevcuttur (Sekil 4.1). Kisa kalip DNA zincirleri uzun kalip DNA'lar iizerinden iiretilmistir.
Uretilen biitiin zincirler yeni bir dongiide kalip isi goriir. Dolayisiyla dongii sayisi arttikca kisa
kalip DNA molekiillerinin (iki primer arasindaki bolge) sayis1 logaritmik olarak artar ve 13.
dongiiden sonra bu kisa zincirler diger zincirlerden (orijinal DNA ve uzun kalip DNA

zincirlerinden) bir milyon kat daha fazla sayiya ulasir (Sekil 4.2b).

Kalip DNA { AR

1. Dongtliniin Sonu {

A

2. Donglniin Sonu -~

mm

] l
T e

I, < Hedef DNA Molekiilii

-

3. Déngﬂnijn Sonu .mmnmm
MMM, < Hedef DNA Molekiili

s T
Sekil 4.1: PCR ile bir kaynak DNA'nin primerler arasindaki hedef bolgesinin amplifikasyonu.

PCR bilimsel, tibbi ve rekombinant DNA islemlerinde sagladigi kolayliklardan dolay1
biyoteknolojik amaglarla ¢cok yaygin bir sekilde kullanilmaktadir.

PCR bilinen bir DNA dizisinin karistk bir numune igerisinde mevcudiyetinin
belirlenmesinde etkili bir islemdir. Bu islem sirasinda hedef DNA'nin saflastirilmasina ihtiyag
yoktur. Bu nedenle PCR bir hastaligin belli bir viriis tarafindan mi olusturuldugunu
belirlemede kullanilabilir. Eger siipheli viriisiin DNA dizisi biliniyorsa arastirmaci bu diziden
faydalanarak primerler tasarlayarak hasta dokuda bu DNA'nin (dolayisiyla viriisiin) varligini

PCR amplifikasyonu ile belirleyebilir.
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Sekil 4.2: a) Bir PCR doéngiisiindeki sicaklik degisimleri, b) PCR sirasinda zamana bagli iiriin

birikimi.

Ayrica adli olaylarda, suclunun kimliginin belirlenmesinde de bu metot bir ¢ok
kolaylik saglar. Bilindigi gibi, olay yerinde kalan doku kalintilarindan elde edilecek DNA'nin
analizi ile suglularin bulunmasi, etkili bir yoldur. Ancak bu yolu sinirlayan faktor, kalinti
halindeki dokularin ¢ok az olmasi ve yeterli DNA elde edilememesidir. PCR amplifikasyonu

ile iz miktarda da olsa bir DNA 6rnegi mevcutsa, bu tip analiz igin yeterli miktarda DNA
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tiretilebilir. S6zgelimi kii¢lik bir kan izindeki 16kosit hiicreleri, kiigiik bir deri pargasi veya bir
sperm grubu gerekli DNA iiretimi i¢in yeterlidir.

Bilimsel amaglar icin PCR dogal olarak olusmus mutasyonlarin belirlenmesinde ve
in vitro mutant tiretiminde yaygin olarak kullanilir.

Biitlin organizmalarin 6zellikle yiiksek organizmalarin genomunda tekrarlayan diziler
denilen DNA bdlgeleri vardir ve bu bolgelerin niikleotit dizileri hemen hemen daima aynidir.
Dolayisiyla bu bolgenin niikleotit dizisinden faydalanilarak primerler {iretilebilir ve bu
bolgeler arasindaki DNA bolgeleri ¢ok degisik amaglarla analiz edilebilir. Primerlerin

saglanabildigi her durumda bir DNA boélgesi PCR amplifikasyonu ile ¢ogaltilabilir.
4.2 PCR Klonlama

Klonlanacak gen veya DNA bolgesinin niikleotit dizisi biliniyorsa PCR daha etkili ve kolay
bir klonlama yontemi saglar. Klonlanmak istenen gen bolgesinin her iki tarafindaki bolgeler
ile homolog, iki PCR primeri tasarlanarak sadece bu hedef bolge amlifiye edilebilir. Bu
amplifikasyon iiriinii, uygun bir vektore baglanarak elde edilen klonlarin tasidigt DNA’nin
dogru DNA olup olmadig test edilir. Amplifiye edilen fragment karisimda, hemen hemen saf
olarak bulundugundan, elde edilen klonlarin hemen tamami hedef DNA bolgesini tasiyor
olmalidir. Bu teknik bir gen kiitiiphanesi iginde nadir olarak mevcut olan, 6zel bir klonu
aramaktan ¢ok daha kolay ve etkilidir. Ancak bu yontem i¢in sinirlayici faktor, hedef DNA
bolgesinin, en azindan primerlerin baglanacagi niikleotit dizisinin bilinmesi zorunlulugudur.

PCR amplifikasyonu ile hedef bolge amplifiye edilerek iiriin elde edilir. Eger
istenmeyen bantlar varsa dogru iiriin jel elektroforez ile saf olarak elde edilir. Bu {iriin uygun
bir klonlama vektoriine baglanir. PCR klonlamada kullanilmak iizere farkli tip vektorler
gelistirilmistir. Bu vektorlerden bazilar1 klonlamaya hazir hale getirilmistir. Yani kesilerek 5’
fosfat gruplar1 koparilmistir. Dolayisiyla PCR f{iriinii dogrudan bu vektorlere baglanabilirdir.
Temelde iki tip PCR klonlama vektorii vardir: T/A PCR klonlama vektorleri ve kor u¢ PCR
klonlama vektorleri.

T/A PCR klonlama vektorleri kesilerek kor u¢lu dogrusal hale getirilir, sonra zincirin
her iki 3’ ucuna birer adet T niikleotiti eklenir (Sekil 4.3). Bu vektérler Tag DNA polimeraz
gibi bazi enzimler kullanilarak elde edilen PCR f{irtinlerinin klonlanmasi i¢in kullanilir. Bu
enzimler irlinlin her iki 3’ ucuna birer adet A niikleotiti ekler. Dolayisiyla T/A vektorleri
1 bp’lik dahi olsa bir yapigkanlik saglamaktadir. Ayrica A ekleyen enzimlerle elde edilen

rtinlerin kor uglu vektorlere baglanmasi igin ilave bir A koparma isleminin yapilmasi
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gerekmektedir. Bu isleme gerek kalmamasindan dolayr da T/A vektorleri oldukga
kullanishdir.

Tag DNA polimeraz gibi hizli enzimler dogruluk kontrolii yapmazlar ve diisiik bir
oranda da olsa sentezde hata yapabilirler. Bu hatalar sonraki uygulamalarda sorunlara neden
olabilir. Bu olumsuzlugun {istesinden gelmek iizere dogruluk kontrolii yapan sicaklik
dayanikli polimerazlar kullanilir (Pfu DNA polimeraz, Ventile DNA polimeraz gibi). Bu
polimerazlar, iiriinlerin 5’ ucuna herhangi bir niikleotit eklemezler, dolayisiyla da T/A
vektorlerine baglanamazlar. Kor uglu PCR firiinlerini klonlamak tizere kesilerek kor uglar
olusturulmus vektorler kullanilir (Sekil 4.3).

Hangi vektor kullanilirsa kullanilsin sonugta vektor ve hedef DNA molekiillerinin
uclar1 kovalent olarak birbirlerine baglanmalidir. Bunun i¢in genellikle DNA ligaz enzimi
kullanilir ve molekiiller kovalent olarak birlestirilir. Ancak bazen DNA ligaz yerine
topoizomeraz enzimleri de kullanilabilmektedir. Bu enzim dogrusallastirilmis vektoriin ug
kismina kovalent olarak tutturulur. Hedef DNA molekiiliiyle karistirildiklarinda, bu molekiili
etkili bir sekilde vektore baglayarak kendileri ayrilirlar. Her nasil olursa olsun, vektér ve
hedef DNA birbirine baglandiktan ve konak hiicreye transferden sonra, restriksiyon

endoniikleaz, PCR ve Southern blot analizleriyle klonun dogrulugu arastirilir.
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Sekil 4.3: T/A ve kor uglu PCR klonlama vektorleri kullanilarak kor uclu veya ucuna A

eklenmis bir PCR {irliniiniin klonlanmasi.
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5 BAKTERILERDE YABANCI PROTEINLERIN URETILMESI

Endiisteiyel ve tibbi amaglarla diger organizmalara ve Ozellikle insana ait bir¢ok protein
bakteriler, ozellikle de Escherichia coli hiicreleri iginde iretilmektedir. Bu proteinlerin
tretimi i¢in Oncelikle bu proteinleri kodlayan genlerin klonlanmis olmasi veya in vitro'da
sentezlenmis olmasi1 gerekmektedir. Bu asamadan sonra klonlanmis gendeki bilgi konak
bakteri hiicresinin gen ekspresyon sistemlerinde proteinlere aktarilir. Klonlanmis genler
genelde daha giiglii ekspresyon sinyalleri iireten ekspresyon vektorlerine nakledilir. Bu
vektorlerin tasidigi gene ait genetik bilgi, hiicrenin (E. coli) transkripsiyon ve translasyon

sistemlerinde proteinlere ¢evrilir.

5.1 E. coli 'nin Gen Ekspresyon Sistemi

E. colide gen ekspresyonu (transkripsiyon ve translasyon) o6zel enzim sistemleriyle
gergeklestirilir. Bu enzim sistemleri genomik veya plazmit genlerinin ekspresyonunu yiiriitiir.
Ancak transkripsiyon ve translasyon safhasinda enzim sistemlerine ekspresyonu yapilacak
ilgili gen bolgesinden ve mRNA molekiilinden transkripsiyon ve translasyon sinyalleri
gelmesi gerekir (Sekil 5.1). Bu sinyaller gercekte 6zgiil DNA dizilerinin varligina baglidir.
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Sekil 5.1: E. coli'de gen ekspresyon modeli.

Uretilecek proteini kodlayacak genin bulundugu bélge transkripsiyon ile mRNA'ya
dondstirilir. Tipik bir prokaryotik DNA molekiilii tizerinde proteinin amino asit dizisini
belirleyen yapisal gen bolgesi ve bu bolgenin 5' ucunda bir kontrol bolgesi mevcuttur. Yapisal
gen bolgesindeki kodonlar iizerinden, proteinin (polipeptitin) translasyon sistemi tarafindan
sentezlenebilmesi i¢in, promotor bolgesinden sinyaller gelmesi gerekir. Bu transkripsiyon

sinyalinin ~ sikligmma gdore promotorlar giicli ve zayif promotorlar olarak
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gruplandirilabilmektedir. Promotorun sinyal gondermesini baglatan, durduran veya
hizlandiran mesajlar promotorun icindeki veya hemen bitisigindeki niikleotit dizileri
tarafindan belirlenir. Bu kontrol dizilerine 6zel fonksiyonlu kontrol proteinleri baglanarak
veya ayrilarak promotorun faaliyeti denetlenir.

E. coli'de yabanci proteinlerin iiretilmesi ig¢in gereken giiclii transkripsiyon ve
translasyon sinyalleri lac ve trp promotorlari tarafindan saglanir. Prokaryotlarda bir promotor
ve kontrol bolgesi tarafindan kontrol edilen bir veya birden fazla yapisal gen bolgesi vardir.
Kontrol bolgeleriyle beraber bu genlerin tamami operon olarak adlandirilir. Bir operondan bir
veya birden fazla protein sentezlenebilir. Her bir operonun bir promotor dizisi vardir. lac ve
trp operonunun promotor denilen dizileri ekspresyon vektorlerinde yaygin olarak kullanilir.
T7 gibi giiclii viral promotorlar da ekspresyon vektorlerinde kullanilmaktadir. Bu tip
vektorlerin transfer edilecegi konak hiicrelerde viral RNA polimeraz enziminin mevcut olmasi
gerekmektedir.

Boyle giiglii promotor dizileri bazi klonlama ve ekspresyon vektorleri igine
yerlestirilmistir. Dolayisiyla eger tiretilmek istenen proteini kodlayan bir gen, s6zgelimi lac
promotorunun hemen 3' tarafindaki bir yapisal gen (lacZ’ ) iginde, dogru bir pozisyona
klonlanir ve bu vektor E. coli hiicresi igine transfer edilirse, protein sanki laktoz
metabolizmasinin bir enzimi imig gibi bu hiicreler i¢inde sentezlenir. Bu tip proteinlere
fiizyon proteinleri denir. Endiistriyel ve tibbi 6nemi olan proteinler bakteriler iginde fiizyon
proteinleri seklinde tretilir (Sekil 5.2).
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Sekil 5.2: Bir hedef proteinin fiizyon proteini seklinde lac promotoru altinda E. coli i¢inde

uretimi.
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5.2 Insan insilininin Bakteri Hiicrelerinde Uretilmesi

Insiilin pankreastan salgilanan ve kan seker seviyesini diizenleyen protein yapisinda bir
hormondur. Milyonlarca insanda insiilin eksikligine bagli seker hastaligi (diabetes mellitus)
goriiliir. Bu hastaligin ¢ogu formu disardan insiilin enjeksiyonunu gerektirmektedir ve insiilin
enjeksiyonu belli araliklarla tekrarlanmak zorundadir. Dolayisiyla milyonlarca seker hastasi
icin 6nemli miktarlarda insiiline ihtiya¢ duyulmaktadir. Rekombinant DNA teknolojisinden
onceki zamanlarda bu insiilin ihtiyaci, dana ve domuz pankreaslarindan elde edilmekteydi.
Ancak bu yontem bir ¢ok bakimdan etkili insiilin iiretimi igin yeterli olmamaktaydi. Dana ve
domuzdan elde edilen insiilin insan insiilinine ¢ok benzemekte, ayn1 fonksiyonu gostermekte
ancak kii¢iikk yapisal farkliliklar bazi yan etkiler ve immiinolojik reaksiyonlar
olusturmaktaydi. Pahaliya mal olmakta ve biiyiik miktarlarda pankreastan, kiigiik miktarlarda
insiilini saflandirmak i¢in karmasik islemler uygulanmaktaydi. Biitlin bu islemler zaman alici
olmaktaydi. Rekombinant DNA teknolojisinin gelismesinden sonra insan insiilin geninin
klonlanmasi veya in vitro'da kimyasal olarak sentezlenmesi ve bu genin daha sonra E. coli
hiicreleri iginde ekspresyonu fikri gelisti. Insiilin hormonunun amino asit dizisi biliniyordu.
Dolayisiyla teorik geri translasyon ve geri transkripsiyon ile, hormonu kodlayan bir sentetik
DNA pargasi sentezlenebilirdi. Bu yontem uygulanarak insan insiilini E. coli hiicreleri iginde
iiretilmis ve piyasaya siirtilen ilk molekiiler biyoteknolojik {iriin olmustur.

Insan insiilini insan hiicrelerinde preproinsiilin seklinde iiretilir. Preproinsilin bir éncii
bélge, A zinciri, B zinciri ve A ve B zincirlerini baglayan baglayici polipeptit bolgesinden
olusur. Oncii bélge translasyon tamamlandiktan sonra yapidan uzaklastirilir. Sonra A, B ve
baglayici polipeptit bolgelerinden olusan proinsiilin yapisinda distilfit baglari olusarak A ve B
zincirleri birbiriyle birlesir. Bu birlesmeden sonra baglayici polipeptit yapidan uzaklastirilir ve

sadece A ve B zincirlerinden olusmus fonksiyonel insiilin proteini meydana gelir (Sekil 5.3).
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Sekil 5.3: Pankreasta fonksiyonel insiilin sentez modeli.
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Bu giin i¢in bakterilerde (E. coli) insiilin {iretimi i¢in iki yaklagim mevcuttur:
1. A ve B zincirlerini iki ayr1 bakteri kiiltiiriinde iireterek iki polipeptiti insiilin olusturmak
iizere birlestirmek.

2. Proinsiilin iiretilmesi ve kimyasal islemlerle insiiline doniistiiriilmesi.

5.2.1 A ve B zincirlerinin ayri ayr uretimi

Fonksiyonel insiilinin yapisinda bulunan A zinciri 21 ve B zinciri de 30 amino asitten
meydana gelmektedir. Dolayisiyla A zinciri 63 ve B zinciri 90 niikleotit biiyiikliiglinde DNA
molekiilleri tarafindan kodlanir. Bu DNA molekiilleri in vitro'da sentetik olarak tiretilebilecek
kadar kiigiiktlir. Bu sentetik DNA molekiilleri iki ekspresyon vektdriine ayri ayri ligasyonla
baglanip farkli E. coli hiicrelerinde fiizyon proteini olarak ekspresyonlar1 geceklestirilebilir.

Bu noktada bir problemin ortadan kaldirilmasi gerekmektedir. Bir fiizyon proteini
(burada A veya B zinciri) bir operonun parcasi olarak {iretilir ve sonugta o operonun normal
bir proteinine bitisik olarak sentezlenir. Translasyondan sonra bu fiizyon proteininin diger
proteinden ayrilmasi gerekir. Bu islemi fiizyon proteininin her iki ucuna bir metionin amino
asiti ekleyerek basarmak miimkiindiir (Sekil 5.4). Bir polipeptit i¢indeki metionin amino
asitleri siyanojen bromid tarafindan koparilmaktadir. Gegekte insiilin iginde hi¢ metionin
amino asiti yoktur. Dolayisiyla eger zincirlerin her iki ucuna birer metionin ekleyerek tiretim
gerceklestirilirse, sonucta olusan rekombinant protein siyanojen bromid ile muamele
edildiginde fiizyon proteini saf olarak elde edilebilir. Bir fiizyon proteinine (burada A ve B
zinciri) metionin eklemek icin proteini kodlayan DNA pargasinin her iki ucuna metionin
kodonlarinin (ATG) eklenmesi gerekir. Bu islem kimyasal DNA sentezi sirasinda
gerceklestirilebilir.

lac promotoru tarafindan gonderilen transkripsiyon sinyalleri ile E. coli hiicreleri
icinde, fazla miktarda iretilen rekombinant protein, saflandirilir ve siyanojen bromid ile
muamele edilir. Hedef flizyon proteinleri (A veya B zinciri) tekrar saflandirilarak birbirleriyle

karistirilir ve iki disiilfit baginin olusumuyla fonksiyonel formda insiilin olusumu tamamlanir.
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Sekil 5.4: A ve B zincirlerinin ayr1 ayr1 sentezi ile insiilin iretim modeli.

5.2.2 Proinsiilin tretim yontemi

A ve B zincirlerinin ayr1 ayr1 bakteri kiiltiirlerinde tiretilmesi etkili bir sekilde ¢alismaktadir.
Ancak son asamada in vitro disiilfit bag olusumu verimli olmamakta ve iiretilen zincirlerin
cogu fonksiyonel insiiline doniistliriilememektedir. Halbuki eger insiilini kodlayan tek bir

DNA molekiilii hiicre igine transfer edilerek iiretim gergeklestirilse, in vivo'da bu disiilfit
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Bakterilerde Yabanci Proteinlerin Uretilmesi

baglar1 etkili bir sekilde olusmaktadir. Bu durumda da A ve B zincirlerini baglayan, baglayici
polipeptitin uzaklastirilmasi gerekmektedir.

Proinsiilin dretilip (E. coli iginde) disilfit baglar1 olustuktan sonra protein
saflandirilarak tripsin ve karboksipeptidaz B gibi proteazlarla muamele edilir. Bu enzimler
sadece proinsiilinin baglayici polipeptit zincirini pargalar, A ve B zincirine zarar vermez.
Sonra fonksiyonel insiilin saflandirilir (Sekil 5.5). (E. coli hiicreleri disiildfit bag olusturma
mekanizmalarina sahip ancak insan insiilininin baglayict zincirini parcalayacak enzim
sistemlerine sahip degildir).

Bu yollarla elde edilen insiilin insan pankreasinda {retilen insiilin ile aynidir ve
herhangi bir yan etki veya allerjik reaksiyon gostermesi soz konusu degildir. Daha ucuza ve

daha hizli uiretilmektedir.
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Sekil 5.5: Proinsiilin yontemi ile insiilin tiretim modeli.
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6 MIKROBIYAL ENZIMLERIN BiYOTEKNOLOJIK UYGULAMALARI

Siit, maya, unlu gida ve diger ana besin endiistrileri hayvansal, bitkisel ve mikroorganizmalar
tarafindan Tretilen enzimlere bagimhidir. Bu enzimler peynir, ekmek, malt icecekleri
iretiminde; meyve ve sebze sularinin berraklastirilmasinda kullanilmaktadir. Bugiin kismen
veya tamamen saflastirilmis mikrobiyal enzimler glukoz ve fruktoz suruplarinin iiretiminde,
deterjanlarda ve tekstil {iretim asamalarinda kullanilmaktadir. Bu enzimlerin mali boyutlar

sOyledir (1994 rakamlar1):

Enzim Satis degeri (Milyon Dolar)
Proteolitik enzimler

Alkalin proteazlar 150

Notral proteazlar 70

Reninler 60
Karbohidrazlar

Amilazlar 100

[zomerazlar 45

Pektinazlar 40
Lipazlar 20

Besin endiistrisinde, enzim {iretimi amaciyla kullanilan 50 civarinda bakteri ve mantar vardir.
Bunlardan en onemlileri Bacillus tiirleri (B. subtilis, B. licheniformis), Saccharomyces
cerevisiae mayasi, filamentli mantarlardan Aspergillus niger ve A.oryzae'dir. Bu
organizmalar;
1. Patojenik degildir,
2. Bilinen herhangi bir toksin tiretmezler ve
3. Mutlak giivenli olduklar1 kabul edilir.

Bu sartlarin tamamini karsilamamalarina ragmen, Lactobacillus tiirleri ve bazi
Streptococcus tiirlerinin, fermente besinler ve igkilerin iiretiminde giivenilir oldugu kabul

edilir.

6.1 Enzim iceren Deterjanlar

Her yil birka¢ milyon dolarlik mikrobiyal proteolitik enzim deterjan katkisi olarak
kullanilmak tizere tretilir. Giyeceklerin yikanmasi sirasinda proteolotik enzimler, besin, kan
ve benzeri lekelerde bulunan proteinleri parcalarlar. Lekelenmis liflere giiclii bir sekilde
tutunan bir kir kiitlesinin protein kismi pargalandiktan sonra leke kolayca
uzaklastirilabilmektedir. Piyasaya siiriilen deterjanlarin % 801 agirliklarinin % 0.015' ile

% 0.025'i kadar peoteolitik enzim igermektedir.
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Bir ¢ok farkli tip proteinin, kiigiik polipeptitlere pargalanmasini gergeklestirmek igin
yikama deterjaminda kullanilan enzimin, temel gereklilik olarak yiiksek proteolitik
aktiviteye ve diisiik substrat spesifitesine sahip olmasi gerekir. Yikama isleminin sert
sartlart altinda, uzun siire aktif kalabilmek i¢in bu enzimlerin, asagidaki ilave 6zelliklere de
sahip olmasi gerekir:

1. Yiiksek sicakliklarda (70°C'ye kadar) stabil kalabilmelidirler,

2. Alkalin pH degerlerinde (pH 8-11) yiiksek aktiviteye sahip olmalidirlar,

3. Noniyonik deterjanlarin neden oldugu denaturasyona direngli olmalidirlar,

4. Katalitik aktivite i¢in metal iyonlarina ihtiya¢ duymamalidirlar (Bunun nedeni, biitiin
deterjanlar kelatlayici ajanlar icerirler. Bu ajanlar metal iyonlarini baglarlar), ve

5. Beyazlatici olarak kullanilan oksitleyici ajanlara (hipoklorit ve perborat) direngli
olmalidirlar.

Bu siki gereklilikler en iyi subtilizinler tarafindan saglanir. Subtilizinler Bacillus
tirlerinin  sporlanmalar1  sirasinda  salgilanan  bir  proteolitik enzim  grubudur.
B. licheniformis'in subtilizinleri oldukga tercih edilen 6zelliklere sahiptirler ve deterjan katkisi
olarak yaygmn bir sekilde kullanilirlar. Subtilizin enzim grubu, genis bir substrat araligina
sahiptir, pH optimumu 9'dur, proteinleri hizla suda ¢oziiniir oligopeptitlere doniistiirtirler.
Ayni zamanda uygun sicaklik stabilitesine sahip olup 65°C'ye kadar yiiksek sicakliklarda
noniyonik deterjanlar i¢inde aktiftir.

Subtilizinler proteolitik enzimlerin serin proteaz sinifinin bir iiyesidir. Uglii bir amino
asit grubu kataliz islevinde rol alir. Ser-221 katalitik merkez olarak, His-64 bir genel baz ve
Asp-32'de His-64'in dogru formda stabilizasyonunu saglamak {izere is goriirler. Kataliz i¢in
bir metal iyonuna ihtiyag duyulmaz, dolayisiyla enzimin aktivitesi kelatlayict ajanlarin

varligindan etkilenmez.

6.1.1 Subtilizin'in genetik miihendisligi teknikleriyle iyilestirilmesi

Subtilizin'in enzimatik aktivitesi perborat varliginda yavasca azalmaktadir. Ayrica enzim
hidrojen peroksit ile oksidasyona olduk¢a duyarlidir. Sicaklik 60°C'nin iizerine ¢iktiginda
perborattan hidrojen peroksit agiga ¢ikmaktadir. Enzimin aktif merkezini olugturan Ser-221'e
bitisik Met-222'nin oksidasyonu enzimatik aktivitenin % 90 azalmasina neden olmaktadir
(% 10 aktif). H,O; ile subtilizinin inaktivasyonu bu enzimi i¢eren deterjanlarin iist sicaklik
siirmi diisiik tutmakta ve bir ¢esit siirlayict rol oynamaktadir. Bununla beraber genetik
mithendisligi (rekombinant DNA teknolojisi) oksidantlara (H,O,!) daha direngli

subtilizinlerin {iretimine izin vermistir.
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Oksidatif inaktivasyon probleminin ¢éziimii subtilizin proteininin yapisinin, “bolgeye
0zel modifikasyonunda yatmaktadir (Sekil 6.1). Met-222 dogrudan katalitik aktivite ile ilgili
olmadig1 i¢in, enzimin katalitik aktivitesi degismeden Met-222, diger bir amino asite
degistirilebilir. Protein miihendisligi olarak da isimlendirilen bir rekombinant DNA teknigi
olan oligoniikleotit-yonlendirilmis mutasyon teknigi kullanilarak Met-222'nin Ala-222'ye
degistirilmesiyle elde edilen subtilizinler 1 M H,0,'te maruz birakildigi durumlarda, yabani
tip enzimin katalitik aktivitesinden % 53'line sahiptir. Boylece yiiksek sicakliklarda perborat
varliginda (H,O, kaynagi!) bu rekombinant enzim %353 verimlilikle kullanilabilmektedir.

Dogal enzim ayn sartlar altinda %10’luk bir verimlilikle ¢aligmaktadir.
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Sekil 6.1: Oligoniikleotit-yonlendirilmis mutasyon teknigi uygulanarak subtilizinlerin

oksidantlara direncini artirmak tizere bir amino asitin degistirilmesi.
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7 TANI VE TEDAVI EDICi AJANLARIN URETIMi

Bugiin bir ¢ok tibbi tanm1 ve tedavi edici ajan modern biyoteknolojik yontemler uygulanarak
iretilmektedir. Molekiiler tani igin, monoklonal antikorlar (mab), hibridizasyon problar1 ve
PCR esasli tan1 yontemleri i¢in primerler iiretilmektedir. Tedavi edici ajanlar olarak farkli
tipte ve Ozellikte asilar, tedavi amacli monoklonal antikorlar (mab) ve genetik olarak
manipule edilmis terapétik ajanlar {izerine yogun calismalar devam etmektedir. Burada bir
ornek olarak tani ve tedavi amacli monoklonal antikorlarin iiretimi ve kullanilmasi

Ozetlenecektir.

7.1 Molekuler Tani ve Tedavi Edici Ajan Olarak Monoklonal

Antikorlar

Modern tip ve tarimdaki basari, insanlarda, hayvanlarda, bitkilerde, suda ve toprakta spesifik
virlis, bakteri, mantar, parazitler, proteinler ve diger kiiclik molekiillerin varliginin
belirlenmesine baglidir. S6zgelimi, bulasici hastaliklarin engellenmesi, kontrolii ve tedavisi
hastaliga neden olan patojenik organizmanin erken ve etkili bir tanisina baghdir. Bu tam
islemleri klasik olarak bir seri fizyolojik 6zelligin takibiyle gergeklestirilmektedir. Ancak
bazen bu klasik yontemler ya yeterli olmamakta, yada patojenin tanimlanmast i¢in bu
yontemler uygulanabilir olmamaktadir. Boyle durumlarda DNA esasli ve immiinolojik esash
molekiiler tan1 ve tarama yontemleri basarili bir sekilde uygulanmaktadir.

Kullanigh bir tan1 ve tarama yontemi spesifik, duyarli ve basit olmalidir. Spesifiklik,

testin sadece hedef organizma veya molekiil igin pozitif sonu¢ vermesidir. Duyarlilik, testin

cok kiiclik miktarlardaki hedef organizma veya molekiilii algilayarak pozitif sonu¢ vermesidir.

Basitlik ise testin rutin olarak etkili, kolay ve ucuz bir sekilde uygulanilabilirligini ifade eder.

7.1.1 Molekiiler tani ve taramada monoklonal antikorlar

Patojenik bir organizmanin en ideal tanisi sadece o susa ait bir 6zelligin taranmasi esasina
dayanir. Bu patojen i¢in spesifik olan molekiil diger yontemlerle de taranabilse bile en etkili
yontem ELISA yontemidir. Yani bir antikor-antijen baglanmasi ve bu baglanmanin
gbzlemlenebilir hale getirilmesi yontemidir. Bir antijen tipik olarak bir patojene aitse, bu
antijene 6zgli antikorlar kullanilarak, bir klinik, tarimsal veya gevresel ornekte bu antijenin,
dolayisiyla bu patojenin varligi taranabilir. Spesifik antijen-antikor baglanmasinin belirlendigi

test genellikle ELISA’dir (Sekil 7.1). ELISA’da bazen antikor yerine antijen kullanilarak
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antikorlar da taranabilmektedir. Burada sadece antikorlarin kullanilmasiyla antijenlerin

taranmasi incelenecektir.
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Sekil 7.1: ELISA testinin temeli.

ELISA testlerinde teoride poliklonal veya monoklonal antikorlar kullanilabilir. Klasik
yontemlerle bir poliklonal antikor eldesi i¢in, bir patojene ait antijenik yap1 veya bir molekiil
saflastirilarak, steril ortamlarda yetistirilmis tavsanlara enjekte edilir. Antijen molekiiliiniin
farkli epitoplar1 tavsanin farkli B lenfositleri tarafindan taninir. Bu B lenfositlerin her biri
farkl1 bir antikor tretir. Bu hayvanin serumu (antiserum) ilgili antijene kargt her biri belli bir

B-lenfosit tarafindan belli bir epitopa kars {iretilen ¢ok sayida antikor tasir yani poliklonaldir
(Sekil 7.2a).
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Sekil 7.2: a) Bir antijene kars1 poliklonal antikor iiretimi, b) bir epitopa karst monoklonal

antikor Uretimi.
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Bir antijen viicuda girdiginde farkli B lenfositlerin, bu antijene ait farkli epitoplara
kars1 antikor iiretmek {izere 6zellestigini biliyoruz. O halde epitoplardan sadece birine karsi
antikor iireten B lenfositler izole edilerek hiicre kiiltiirlerinde ¢ogaltilabilir ve bu kiiltiirlerden
tek tip antikor {iretilebilir (Sekil 7.2b). Bu yolla elde edilen bir antikor preparasyonu
monoklonal olarak adlandirilir yani antikorlar tek bir epitopu tanimak lizere 6zellesmis tek
bir lenfositten koken alan B-hiicreleri tarafindan tretilen tek tip antikordur. Monoklonal
antikorlar molekiiler tani i¢in yaygin olarak kullanilmaktadir. Bu uygulamalara Tablo 7.1°de

baz1 6rnekler verilmektedir.

Tablo 7.1: Monoklonal antikorlar kullanilarak taranan bazi molekiiller

Polipeptit hormonlar Farkh tip hedefler
Koryonik gonadotropin Tiroksin
Gelisme hormonu (GH) Vitamin B12
Luteinize edici hormon (LH) Ferritin
Folikiil uyarict hormon (FSH) Fibrin yikic1 Giriinler
Tiroid uyarict hormon (TSH) Tau proteini
Prolaktin
Tiimor isaretleyicileri (markerleri) Enfeksiyon hastaliklar
Karsinoembriyonik antijen Klamidya
Prostat-spesifik antijen (PSA) Herpes
Interldkin-2 reseptorii Rubella
Epidermal gelisme faktor reseptorii Hepatit B
Legionella
HIV
Sitokinler Antibiyotik goriintiileme
Interldkin 1-8 Teofilin
Koloni uyarici faktor Gentamisin
Siklosporin

7.1.1.1 Monoklonal antikor iiretimi

Spesifik antijene karsi antikor iiretmek iizere Ozellesmis belli bir B hiicresinden olusacak
biitlin hiicreler ayni tip antikor iiretecektir. Yiiksek immiinojeniteye (bagisik sistemi uyarma
siddeti) sahip bir epitopa karsi etkili antikor {ireten bir “B lenfosit hiicre hatt” izole
edilebilirse ve kiiltiire alinabilirse, bu hiicrelerin lirettigi monoklonal antikorlar (mab) tani ve
tedavi amacl kullanilabilme potansiyeline sahiptir. Ancak burada temel bir zorluk vardir: B
hiicreleri kiiltiirde iirememektedir ve boliinme sayilar1 smirlidir. Ozellesmis bu B hiicrelerini
kiiltiirde {iiretebilmek igin kiiltiirde iireyen diger bir hiicreyle birlestirilmesi (fiizyonu)

denemistir. Bu birlesme kanserlesmis B lenfositlerle (myeloma) gergeklestirilmistir. Elde
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edilen melez hiicreler 6zellesmis B hiicresinden gelen karakter nedeniyle tek tip (monoklonal)
antikor tUretir, myeloma hiicresinden gelen karakter nedeniyle siirekli boliinebilir.

Monoklonal antikor elde edilmek istenen antijen saflastirilarak fareye enjekte edilir.
Farede ilgili antijene karsi antikor tretiminin gerceklestigi belirlenir (ELISA ile!). Bu
durumda fare serumundaki antikor poliklonaldir (antikor bir fare antikorudur!). Bu farenin
dalak dokusu alinir ve hiicrelerine ayristirilir. Bu durumda antikor iireten (veya iiretmeyen!)
B hiicreleri serbest durumdadir.

Bu B hiicreleriyle birlestirilecek olan myeloma hiicreleri hipoksantin-guanin
fosforiboziltransferaz (HGPRT) enzimi bakimindan mutanttir. Bu enzim fonksiyonel
olmadiginda, hiicre hipoksantin kullanamaz ve G ve A bazlarini sentezleyemez. Bu durumda
ikinci bir metabolik yolla G ve A bazlar iiretilir: dihidrofolat reduktaz yolu. Bu yol, eger

besin ortaminda aminopterin varsa baskilanir (Sekil 7.3)
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Sekil 7.3: HAT besin ortamindan hibridoma hiicrelerinin enzimatik se¢im mekanizmasi.

Fare dalagindan elde edilen B hiicreleri HGPRT myeloma hiicre siispansiyonuna
karistirilir. Ortama % 35 oraninda etilenglikol eklenir. Etilenglikol iki hiicrenin integre olasini
uyarir. Bu karisim hipoksantin, aminopterin ve timidin i¢eren besin ortamina (HAT besin
ortami) transfer edilir. Hiicreler farkli kombinasyonlarda birlesir veya birlesmeden kalabilir:

B hiicresi

B hiicresi:B hiicresi

B hiicresi: Myeloma hiicresi
Myeloma hiicresi:Myeloma hiicresi

Myeloma hiicresi
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Integre olmamis B hiicreleri ve B hiicresi:B hiicresi hibritleri besin ortaminda béliinemedikleri
icin varliklarimi siirdiiremezler. Myeloma:Myeloma hibritleri ve integre olmamis myeloma
hiicreleri HGRT- 6zelliklerinden dolay: hipoksantinden G ve A sentezleyemezler, dihidrofolat
yolu besin ortamina eklenen aminopterin tarafindan baskilanir, dolayistyla RNA ve DNA
sentezleyemezler ve g¢ogalamazlar. B hiicresi:Myeloma hiicresi hibritlerinde B hiicreleri
tarafindan saglanan HGPRT ile G ve A bazlar sentezlenir, myeloma hiicresi tarafindan
saglanan boliinme yetenegi ile hibrit hiicreler boliinme ve iiremeye devam ederler. Bu
hibritlerde ortama aminopterin eklenmesi nedeniyle primidinler sentezlenemez. Bu
olumsuzluk ortama timidin eklenerek ortadan kaldirilmaktadir. Dolayisiyla B
hiicresi:Myeloma hibritleri ortamda hayatta kalan ve iireyebilen tek hiicre tipidir ve bunlar
hibridoma olarak isimlendirilirler. HAT besin ortamina eklendikten 10-14 giin sonra bu
hibrit hiicreler tirerler (Sekil 7.4).

Bu asamadan sonra ¢ok sayida hibrit hiicre arasindan istenilen antikoru iireten hibritin
secilmesi gerekir. Hibritlesen bazi B hiicreleri antikor iiretmeyenlerdir. Antikor {iiretenler
ELISA testi ile belirlenir. Bunun igin hibrit siispansiyonu yeterince seyreltildikten sonra
mikrotitre deney kaplar1 i¢ine paylastirilir ve tretilir (Sekil 7.4). Diger bir mikrotitre kabina
kendisine karst mab tiretmek istedigimiz antijen tutturulur ve her bir deney oyuguna sirasi
bozulmadan bir miktar hiicre siispansiyonu eklenir. Eger bu oyuklardan bazilarinda iireyen
hiicreler istenilen antikoru iirettiyse bu antikor ELISA kabindaki antijenle birlesecektir. Sonra
oyuklar yikanarak baglanmamis materyal uzaklastirilir. Oyuklara enzim bagli anti-antikor
eklenir, enzimi substrati eklenerek oyuklardaki renk degisimi gozlemlenir. Renk degistiren
oyuklardaki hibritler istenilen antikorlar1 iiretmistir (muhtemelen poliklonal). Hibritlerin
tiretildigi orijinal mikrotitre kabindaki dogru oyuk/oyuklardaki hibrit hiicreler alinarak
cogaltilir. Ancak ELISA pozitif oyuklarda birden fazla tip hibrit mevcut olabilir, dolayisiyla
antikor poliklonal olabilir. Bu nedenle secilen hibrit hiicre gruplarindan “tek hiicre hatlar1”
olusturulur. Bunun ig¢in hibrit siispansiyonu belli bir hacime tek bir hibrit hiicre diisecek
sekilde seyreltilerek tiretilir ve tekrar ELISA ile test edilir. Bu hiicreler tek bir hiicreden kdken
almiglardir, birbirlerinin klonlaridirlar ve tek bir epitopa karsi antikor tretirler, yani mab
tiretirler. Bu tek hiicre hibridoma hatlarindan her biri sadece bir epitopa karsi tek bir antikor
(mab) tiretir.

Bu tek hiicre hibridoma hatlar1 kullanilarak monoklonal antikorlar tiretilir. Bu hibritler
olduk¢a uzun Omiirlii olabilmekte ve nispeten biiyiik miktarlarda mab iiretilebilmektedir.

Monoklonal antikorlar kullanilarak gerceklestirilen bazi molekiiler tan1 uygulamalar1 Tablo
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7.1’de verilmektedir. Bu yolla oldukg¢a etkili, kolay, basit ve ucuz tan1 yapmak miimkiin

olmaktadir. Saglik endiistrisinde monoklonal antikorlar ¢ok biiyiik bir paya sahiptir.
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Sekil 7.4: B hiicresi:myeloma hibrodomalarinin olusturulmasi ve goriintiilenerek izolasyonu.

Hibridoma hiicreleri nispeten yavas lirerler, yiiksek bir hiicre yogunluguna ulagamazlar
ve ¢ogalmak i¢in kompleks ve pahali bir besin ortamina ihtiya¢ duyarlar. Bu da endiistriyel
Olgekte mab iiretiminde olumsuz bir durumdur. Hibridoma teknolojisi yerine daha hizli ve
siirlamasiz bir seklide ve daha ucuz yollardan mab iiretimi arastirmalari siirdiirilmektedir.
Bunlardan biri monoklonal antikorlarin Escherichia coli i¢inde tiretimi ¢aligmalaridir.

Antikorlar iki agir iki hafif zincirden olusur, ancak bu zincirlerin sadece ug kisimlari
antijenin epitopuna baglanmada gorev alir (Sekil 7.5a). Dolayisiyla antikorun tamami degil de
epitop igin spesifik olan kisminin iiretimi tan1 kitleri icin yeterli olacaktir. Oncelikle farkli
lenfositlerden, antikor sentezlemek lizere olusturulan mRNA’lar kullanilarak cDNA’lar elde
edilir. Bu cDNA’lardan PCR amplifikasyonu ile hafif zincirin, epitopu taniyan bolgesini

kodlayan kismi cogaltilir (Sekil 7.5b). Daha sonra retriksiyon endoniikleazlarla antijenin
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antikoru taniyan bolgeleri A klonlama vektorlerine ayri ayr1 klonlanir. Sonra klonlanan bu
zincirler ayn1 vektorde birlestirilir. Elde edilen bu vektor E. coli hiicrelerine transfer edilir ve
olusan plaglarda antijene baglanma yetenegi tespit edilir (ELISA). Tespit edilen bu plaglardan
elde edilen A vektoriinden bu gen bélgeleri alinarak plazmit vektorlerine transfer edilir
(ekspresyon vektorlerine). Bu ekspresyon vektorleri E. coli hiicrelerine transfer edildiginde bu
hiicreler kullanilarak biiyiik 6l¢ekte mab iiretilebilir.
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Sekil 7.5: a) Tipik bir antikor yapisi ve, b) antikorlarin ug bolgelerinin E. coli hiicrelerinde

uretimi.

Immiinolojik tarama sistemleri duyarli, spesifik ve ucuzdur. Cok genis uygulama
alanlar1 vardir: antibiyotik testleri, farkli tip kanserlerin taranmasi, spesifik metabolitlerin
taranmasi, patojen tanimlama ve takibi. Bu yontemin uygulanabilmesi i¢in temel gereklilik
aranan antijenin veya molekiiliin viicutta ekspresyonunun yapiliyor olmasi ve bunlarin diger

molekiiller tarafindan maskelenmiyor olmasidir. Ancak bazi durumlarda patojene ait
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antijenlerin ekspresyonu yapilmayabilir veya ¢ok diisiik miktarlarda yapilabilir, yada antijen
diger molekiiller tarafindan maskelenebilir. Boyle durumlarda immiinolojik yontemler tarama
icin yetersiz kalir.

Immiinolojik yontemlerin herhangi bir sekilde yetersiz veya etkisiz kaldig1 durumlarda
niikleik asit tarama yontemleri molekiler tani i¢in kullanmlmaktadir. Temel olarak PCR
esasina ve niikleik asit problarinin kullanimi esasina dayali yontemler de, saglik endiistrisinde

hizla yayginlasan etkili tarama yontemleri saglamaktadir.

7.1.2 Molekiiler tedavide monoklonal antikorlar

Antikorlarin tedavi edici ajanlar olarak kullaniminda {imit verici arastirmalar vardir.
Monoklonal antikorlar kullanilarak tedavinin spesifik bir hedefe yonlendirilmesi miimkiindiir.
Bu uygulama ile tedaviden biitiin viicut dokularinin degil hedef doku ve hiicrelerin
etkilenmesi saglanacaktir. Spesifik antikorlarin muhtemelen toksinlere, bakterilere, viriislere
ve belki de kanser hiicrelerine bile saldiracak sekilde yonlendirilebilmesi miimkiin olabilir.
Bir antikor hedef arayan sihirli bir mermi gibi diisiiniilebilir. Ya saldirgan ajan1 dogrudan yok
ederler yada bir savas basligi veya zehirli bir ok ile donatildiysa (bir kimyasal-ilag-
baglandiysa), 6zel olarak baglandig1 antijeni tasiyan hiicreyi yok edecek, diger hiicrelere zarar
vermeyecektir. Son gelismelerle monoklonal antikor iiretimi ve antikor yapisinin ve
fonksiyonunun daha iyi sekilde anlasilmasiyla farkli tip hastaliklarda antikor kullanimiyla
tedavi potansiyelleri daha fazla arastirilmaya baslandi.

Yiiz yil once difteri toksinine karsi at serumu kullanildi. Fakat bu uygulamada ikinci
ve sonraki kullanimlar riskli olmakta, anafilaktik sok ve 6lime neden olabilmektedir. Bugiin
hibridoma teknigi ile iiretilen monoklonal antikorlar potansiyel terapdtik ajanlar olarak
algilanmaktadir. Ancak fare mab’lar insanda c¢apraz reaksiyonlar ve alerjik reaksiyonlara
neden olabilmektedir. Insanlarin mab iiretiminde kullanilmasi etik nedenlerden dolay
miimkiin olmamasindan dolay1 fare-insan hibrit mab’lan iiretilmeye g¢alisilmaktadir. Ancak
fare genlerinin iirlinlerinin insanlar i¢in daima bir problem olmasindan dolay1 insan genlerinin
fareye nakli ile tamamen insan mab’lar1 iireten transgenik fare olusturma calismalari
stirdiiriilmektedir. Asagida antikorlarin, tedavi edici ajanlar olarak kullanilabilecegini gosteren

bazi drnek antikor ve mab uygulamalar1 verilmektedir.

7.1.2.1 Nakledilen organin reddinin engellenmesi

1970’lerde pasif agilama organ reddini engellemek iizere kullamlmustir. Ilk uygulama OKT3

mab’in organ transplantasyonlarindan sonra hastanin bagisiklik sistemini baskilayici olarak
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kullanimidir. T-hiicreleri bagisiklik sisteminin bir koludur ve organ reddinin olusmasina
neden olur. OKT3 T-hiicresi yiizey reseptorii olan CD3’¢ baglanir. Bu baglanma T-
hiicrelerinin tam fonksiyonunu yapmasini ve dolayistyla organin reddini engellemektedir. Bu
sekilde bagisikligin baskilanmasi, ates, deride kizariklik gibi yan etkiler olusturmasina,

ragmen oldukg¢a etkilidir.

7.1.2.2 Bakteriyel kan enfeksiyonlarinin engellenmesi

Bakteremia (bakterilerin dolasim sistemine karigmasi) Gram negatif bakteriler tarafindan
olusturulur. Antibiyotik direnci nedeniyle, ABD’de yilda 24—72 bin kisi bakteremia nedeniyle
Olmektedir. Bu vakalarda antibiyotik tedavisi disinda diger tedavilerin uygulanmasina ihtiyag
vardir.

Bakteremiada LPS (endotoksin!) toksisiteyi saglar. Coziinmiis durumdaki endotoksin
bir bagisik tepki zincirini baglatir: ates, hiicre 6liimii, kalp atisinda artis, hipertansiyon, olasi
Olimciil organ tahribati. Dolayisiyla bakteremiaya karst bir alternatif tedavi ydntemi,
endotoksine kars1 bir mab kullanimi olabilir. Spesifik mab, endotoksine baglanarak notralize
etmektedir. Bazi klinik vakalarda insan ve fare mab’lart kullanilmis ve Gram negatif
bakteremia kontrol edilebilmistir. Insan mab’lar1 kullanildiginda herhangi bir yan etki

goriilmez, fare mab’lar1 ise kii¢iik oranda yan etki gostermistir.

7.1.2.3 Kimyasallar baglanmis monoklonal antikorlar

Amerika ve Avrupa’daki dogal oliimlerin ana nedeni serebral ve koroner damarlarin kan
pihtilartyla tikanmasidir. Dogal olarak pihti, fibrin molekiillerinden olusturulur. Bu pihtilarin
acilmasinda plazmin gorev yapar. Plazmin de bir plazminojen aktivator (PA) tarafindan
plazminojenin  plazmine doniistiiriilmesiyle saglanir. Plazmin pihtiya saldirarak
parcalanmasina neden olur, damarin agilmasini saglar. Ancak plazmin kan dolasiminda
sadece fibrini par¢alamaz ayni zamanda fibrinojeni de pargalar. PA uygulanan hastalarda
boylece fibrinojen de pargalandigindan, normal pithtilasma mekanizmasi da zarar goriir. Bu
hasta i¢in riskli bir durumdur.

Deneysel calismalarda sadece fibrine etkili bir plazmin uygulamasi gelistirilmistir. Bir
“monoklonal antifibrin” antikoruna, PA’re kimyasal olarak baglanmis, fibrinojen ve fibrinin
birlikte bulundugu bir deney ortamina eklenmistir (Sekil 7.6). PA bagli monoklonal antifibrin
molekiilleri, deney diizeneginde sadece fibrini yikmis fibrinojen seviyesinde onemli bir
degisiklik olmamistir. Monoklonal antikor kullanilarak PA sadece pihtt bolgesine

yonlendirilmis, diger bolgelerdeki plazminojenin yikimi engellenmistir.
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Sekil 7.6: Pihtilarin agilmasinda fibrin molekiillerinin parcalanmasi mekanizmasi ve mab’larla

hedefe yonlendirme denemeleri.

Gelecekte, bu ve benzeri yontemlerle ilaglarin biitiin viicudu etkilemesinin, sadece
ilacin belli bir hedefe yonlendirilerek engellenebilecegi timit edilmektedir. Bu alanla ve

biyoteknolojik uygulamalartyla ilgili arastirmalar siirmektedir.
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8 REKOMBINANT ASILARIN TASARIMI

Asilar, diger biitiin tibbi kesiflerle basarilanlardan daha fazla insanin hayati kurtarmistir. Kimi
kaynaklar asilama uygulamalarrm MO 200°li yillara kadar eskiye dayandirsa bile 15.
yiizyildan sonra ¢igek hastaligindan (variola, smallpox) korumak i¢in saglikli kisilerin ¢i¢ek
viriisii ile bulagtirllmasi uygulamalarinin (variolasyon) basladigi kabul edilir. Tiirkiye’de
ogrendigi sekliyle ¢igek viriisii inokulasyonunu Avrupa’da ilk uygulayan Lady Mary Wortley
Montagu’dur (1721). Daha sonra 1796°da Ingiliz doktor Edward Jenner bir siit¢iiniin elindeki
sigir ¢igce8i (COWpOX) lezyonu ile bir ¢ocugu asilayarak cicek viriisiine (smallpox, variola)
kars1 bagisiklik saglamistir. Bu uygulama ilk asilama uygulamasi olarak kabul edilir

(https://www.who.int/news-room/spotlight/history-of-vaccination/).

Bagisiklik sistem elemanlari tarafindan yabanci olarak algilanan yapilar antijen olarak
adlandirilir. Antijenler bagisiklik sistemi tarafindan tanmurlar ve antikor denilen karsi
proteinler olusturularak nétralize edilirler. Bir antijenin bagisik tepkiyi tetikleme yetenegi
immiinojenisite olarak adlandirilir. Asilar yiiksek hayvanlarin bagisiklik sistem elemanlar
tarafindan yabanci olarak algilanan antijenik yapilardir. Bir viriis veya bakteri gibi bir patojen
antijen olarak algilanabilir. Buna ragmen bagisiklik sistemi bir viriis veya bakteri veya diger
bir patojenin belli bir molekiiliiniin (¢ogunlukla protein molekiiliiniin) belli bir bélgesini tanir
ve tepki gosterir. Genellikle 10-20 amino asit uzunlugundaki bu yapilar epitop (antijenik
determinant) olarak adlandirilir. Bir antijenik yapida ¢ok sayida epitop mevcut olabilir.
Bagisiklik sistemi bu epitoplarin her biri i¢in farkli antikorlar iiretirler. As1 olarak kullanilacak
antijenin veya epitopun immiinojenisitesinin yiiksek olmasi daha giiglii bir bagisik tepki
olusmasini saglar.

Geleneksel asilar iki tiptir: 6lii veya canl agilar. Olii asilar inaktive edilmis viriis
parcaciklar1 veya Oldiiriilmiis bakteri hiicreleridir. Canli veya ateniie asilar ise bazi 6zel
islemler uygulanarak patojenite yetenekleri yok edilmis viriisler veya bakterilerdir. Her iki tip
asinin gelistirilmesi i¢in uzun, karmasik ve pahali liretim, gelistirme ve saflastirma islemlerine
ihtiyag duyulur. Rekombinant DNA tekniklerinin uygulanabilir hale gelmesinden sonra asi
iretiminde 6nemli gelismeler saglanmistir. Bunlardan bazilar1 soyle siralanabilir:

1. Ateniie asilarin elde edilmesinde hedef patojenite genlerinin yonlendirilmis mutasyon
yontemiyle kontrollii olarak inaktivasyonu.
2. Atenilie edilmis veya patojenitesi olmayan bakteri ve virlis suslarina ilave epitoplarin

eklenerek ¢oklu (polivalent) asilarin elde edilmesi.
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3. Bir patojenik polipeptiti kodlayan genin klonlanmasi ve uygun konak hiicrelerde antijenik
polipeptitin biiyiik miktarda tiretilmesi (altiinite asilarinin tiretilmesi).

4. Bir veya daha fazla antijenik polipeptitin kodlanmasindan sorumlu genleri tasiyan ve
memeli hiicrelerinde ekspresyon yapabilen DNA molekiillerinin olusturulmasi (DNA
astlarinin tiretilmesi).

5. Antijenik bir polipeptite ait kodonlar1 iceren ve memeli hiicrelerinde translasyonu
yapilabilen mRNA molekiillerinin iiretilmesi (mRNA asilarinin iiretilmesi).

Rekombinant DNA teknolojisi kullanilarak as1 iiretim yontemlerinden iicli daha
ayrintili olarak incelenecektir: Altiinite asilarinin tiretimi, mRNA asilarinin tiretimi ve viral

vektor asilarinin iiretimi.

8.1 Altiinite Asilarinin Uretimi

Alt iinite agilar bir patojene ait proteinlerin tamamini degil bunlardan belli biri ve bir-ikisini
tasir. Bir viral patojen i¢in bu, yiiksek oranda immiinojenik olmalarindan dolay: siklikla viral
ortii proteinleridir. Immiinojenisitesi yiiksek bu ortii proteinleri saflastirilir, izl ve etkili bir
bagisiklik olusturmak iizere yiiksek dozda kullanilir. Altlinite asilar, hi¢bir kontamine
patojenik organizma bulundurma riski olmaksizin biiyilk miktarlarda immiinojenik
proteinlerin tiretilebiliyor olmasi1 nedeniyle oldukca popiilerdir. Bir viral altiinite asis1 liretme
basamaklar1 su sekilde 6zetlenebilir:
1. Viral DNA’nin restriksiyon endontikleazlarla parcalanmasi,
2. Viral ortii proteininin kodlayan geni uygun bir vektore klonlanmasi,
3. Dogru bir promotorun saglanmasi, dogru okuma cergevesinin olusturulmasi ve ribozom
baglanma bolgelerinin eklenmesi (eger konak bir prokaryotik hiicre ise) ve

4. Viral genin konak hiicre igine iletilmesi ve ekspresyonu.
Bazen bir proteini kodlayan genin tamami degil o protein i¢indeki epitop bdlgesini kodlayan
gen pargasi klonlanir. Eger hedef viriis genomu RNA yapisinda ise oncelikle genomun bir
cDNA kopyasinin olusturulmasi gerekir.

Cogu klonlama ve ekspresyon ¢alismalarinda tercih edilen konak E. coli hiicreleridir.
Fakat E. coli hiicrelerinde iiretilen bazi viral alt {inite asilarinin zayif bir immiinojenisite
gosterdigi ve agilama sonrasi yeterli diizeyde koruma saglamadig bilinmektedir. Bunun temel
nedeni virlisiin antijenik proteininin insan hiicrelerinde glikolize ediliyor olasina ragmen
bakteri hiicrelerinde bir glikolizasyon mekanizmasi olmamasi ve dolayisiyla viral antijenin
glikolize edilememesidir. Boyle bir problem alt iinite asiyr kodlayan genin okaryotik bir
konak hiicre sisteminde ekspresyonun yapilmasiyla ¢oziilebilir. Hayvan ve bitki doku
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kiiltiirleri ve funguslar konak sistemi olarak kullanildiginda antijen polipeptit glikolize
edilmekte ve immiinojenisitesi artmaktadir. Hepatit B yiizey antijeni (HBsAg) asis1 alt iinite

asisina tipik bir ornektir.

8.1.1 Hepatit B ylizey antijeni (HBsAg) alt linite agisinin Uretim stratejisi

Hepatit B viriisii, yaklasik 3200 baz biiylikliiglinde kismen tek zincirli halkasal bir DNA
genomuna sahip Hepadnaviride familyasia dahil edilen bir viriistiir. Insanlarda hepatit b
(serum hepatiti) denilen karaciger harabatina neden olan bir enfeksiyona neden olur. Bu giin
icin diinyada 296 milyon insani enfekte ettigi, bu enfeksiyonlardan az bir kisminin
kronikleserek siroz ve karaciger kanseri ile sonuglandigi ve yilda 820 bin insanin
enfeksiyonun sonucu olarak 6ldiigii bilinmektedir (CDC verileri, Temmuz 2022).

Bir alt iinite asis1 iretilmeden 6nce Hepatit B viriis enfeksiyonuna karsi risk grubunda
yer alan insanlart korumak iizere enfekte olmus insanlarin kan plazmasindan saflastirilan
ylizey antijen (S antijen) partikiilleri as1 olarak kullanilmistir. Plazmadan elde edilen bu as1
immiinojnisitesi yiiksek olan iy1 bir as1 idi. Fakat baz1 dezavantajlar1 da vardi. Bunlardan biri
as1 saflagtirmak iizere Hepatit B tasiyici bireylerden yeterli miktarda plazma saglanamamasi,
dolayistyla yeterli miktarda as1 elde edilememesidir. Diger bir dezavantaj ise plazmadan
antijenin saflagtirllmasinda karmasik islemlerin uygulanmasi zorunlulugu ve saflastirilan
asinin plazma saglayan bireyden gelen tam olarak inaktive olmamis diger enfeksiyon ajanlari
tagima riskidir. Son olarak da yogun kontroller sonucunda bir risk tasimadigi gosterilmis olsa
bile HIV bulasma korkusu nedeniyle asiya ilgi gosterilmemesidir.

Bu olumsuzluklardan etkilenmeyecek bir asi iiretmek i¢in maya (Saccharomyces
cerevisiae) hiicrelerinde Hepatit B yiizey antijeninin bir alt {inite asis1 olarak tiretilmesi
stratejisi gelistirilmistir (Valenzuela ve ark., 1982). Hepatit B genomu tarafindan kodlanan
proteinlerden biri yiizey antijenidir (S antijeni, HBsAg). Oncelikle viral genomun bu antijeni
kodlayan bolgesi (SAg geni) kesilerek klonlanmistir. Daha sonra SAg geni daha iyilestirilmek
tizere yeniden klonlanmustir (Hilleman 1987). Elde edilen rekombinat vektor (pHBS56-
GAP347/33), promotor ve terminator dizileriyle beraber SAg genini, E. coli ve maya DNA
bolgelerini igerir (Sekil 8.1). SAg gen bdlgesi Hepatit B viriisiiniin S antijen proteininin 226
amino asitlik kismin1 kapsamaktadir. Bu genin yukarisina maya transkripsiyon elemanlariin
taniyabildigi GAPDH promotoru ve asagisina da ADH-1 transkripsiyon terminator dizileri
eklenmistir. Boylece bu gen maya hiicresine transfer edildiginde ekspresyonu

geceklestirilebilir hale getirilmistir.
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Sekil 8.1: Hepatit B S antijeni polipeptitinin alt {inite asis1 olarak maya hiicrelerinde
iiretilmesi amaciyla olusturulmus rekombinant vektoriin sematik goriinimii. GAPDH
promotoru gii¢lii transkripsiyon sinyali veren bir promotor dizisi, ADH-1 terminatorii de

transkripsiyon sonlandirma sinyali veren bir dizidir.

Rekombinant plazmitin E. coli kokenli DNA bdlgesinde E. coli hiicreleri i¢inde
replikasyonunun gergeklesmesini saglayacak E. coli replikasyon orijini ve ampisilin direng
geni yer alir. Bu kisim rekombinant vektoriin E. coli konak hiicrelerinde ¢ogaltilabilmesini
saglamaktadir. Rekombinat vektoriin maya kokenli DNA bolgesinde ise maya hiicrelerinde
replikasyonlarini yapabilmeleri i¢in maya 2p plazmitinin replikasyon orijini ve genetik
belirteg olarak leu-2 geni yer almaktadir. Bu rekombinant vektor, leu-2 mutasyonu tasiyan
maya hiicrelerine transfekte edildiginde bir yandan replikasyonla sayisi artirilirken diger
yandan her bir kopya tizerindeki SAg geninin biiyiik 6lgekte ekspresyonu gegeklestirilir.

Daha sonra bu hiicrelerde iiretilmis olan S antijenlerinin kromatagrafik yontemlerle
saflastirmasi gergeklestirilir. Maya hiicrelerinden bu yontemle saflastirilan S antijenleri 226
amino asit uzunlugundadir ve glikolize edilmislerdir. Yogun molekiiller arasi disiilfit
baglarinin yardimiyla polimerler olustururlar, bu polimerler konak hiicre tarafindan saglanan
fosfolipit ve diger lipitlere tutunur ve partikiiller olustururlar. Yapilan elektron mikroskobisi
calismalart maya hiicrelerinde olusan S antijen partikiilleriyle insan plazmasindakilerin benzer
oldugunu gostermistir (Sekil 8.2). Partikiil halindeki ve serbest glikolize edilmis S antijenleri
karsilastirildiginda partikiil seklindeyken immiinojenisitenin 1000 kat daha fazla oldugu
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belirlenmistir. Asilama sonrasi yapilan karsilastirmalarda rekombinant alt {inite S
antijenlerinin koruyuculugu ile insan plazmasindan elde edilen S antijenlerinin koruyuculuk
diizeyinin ayni oldugu belirlenmistir. Boylece Hepatit B S antijeni alt iinite asis1 maya
hiicrelerinde yeterli miktarda, daha hizli, daha giivenli ve daha ucuz bir sekilde elde

edilmistir.

Sekil 8.2: Saflastirilmis Hepatit B yiizey antijen partikiillerinin elektron mikrografi
(130000x%). Sol panel insan kan plazmasindan sag panel ise maya hiicrelerinden saflagtirilmig

S proteini partikiillerini gostermektedir.

Alt iinite asilar1 muhtemelen gittikce daha yayginlasacaktir. Bunun farkli nedenleri
vardir. i) Asi ile diger bir hastalik ajaninin bulagsmasi olasiligi olmadigi igin normal atteniie ve
oli asilardan daha giivenlidir. ii) Yine klonlanmis genetik materyal olarak siirekli hazir
oldugu i¢in yeniden iretilmeleri daha kolaydir. iii) Ayrica daha geleneksel yontemlerle
tiretilenlere gore rekombinant asilar genellikle daha hizli hazirlanabilirdir. iv) Son olarak

rekombinant agilar geleneksel yontemlerle iiretilen asilardan ¢ok daha az pahalidir.

8.2 Genetik Asilar (Nukleik Asit Agilar)

Rekombinant ve geleneksel asilar enfeksiyon hastaliklarin karsi savasta son derece basarili
olmasina ragmen bazi durumlarda iiretilmesi zordur. Bununla beraber kavramsal olarak asi
tiretimi i¢in yeni yaklasimlar miimkiindiir, genetik asilar olarak da bilinen DNA asilar1 ve
RNA asilari.

DNA agilar1 bireyi asilamak i¢in dogrudan patojenin genomunu kullanir. Patojenin
genomunun tanimlanmig bir bdlgesi veya immiinojenik proteinleri kodlayan belli genler
kullanilir. Hedef genler plazmit veya viral bir vektore klonlanarak bireylere enjekte edilir.

Enjeksiyon sonrasindan insan veya diger bir hayvan hiicresine ulasan DNA ya yikilir ya da
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tagidig1 genlerin transkripsiyonu ve translasyonu (ekspresyonu) gerceklesir. Eger ekspresyon
gergeklesirse ve {iretilen protein immiinojenik ise birey patojene karsi etkili bir sekilde
asilanmis olacaktir. Boylece ast DNA’s1 tarafindan kodlanan proteine karsi bagisik tepki
olusacaktir. DNA (ve RNA) molekiiliiniin kendisi immiinojenik degildir. DNA asilar1 glivenli

ve ucuz olmalar1 bakimindan avantajlidirlar.

8.2.1 mRNA asilan

mRNA agilar1 immiinojenik bir polipeptitin iiretilerek as1 olarak bireylere uygulanmasi yerine
dogrudan hedef immiinojenik polipeptiti kodlayan mRNA molekiiliiniin uygulanmasi esasina
dayal1 bir as1 tipidir. Boyle bir as1 elde etmek i¢in hedef polipeptit bolgesini kodlayan DNA
molekiilii bir plazmit veya diger tip bir vektore klonlanir, gerekli manipiilasyonlar yapilir ve
sonra bu rekombinant DNA bélgesinden in vitro’da mRNA iiretilir. In vitro mRNA iiretimine
geemeden Once klonlanmis DNA iizerinde gerekli modifikasyonlarin yapilmasi gerekir.
S6zgelimi polipeptit ribozomlarda sentezlendikten sonra endoplazmik retikuluma, golgi
kompleksine ve hiicre zarina transferini saglayacak sinyal ve transit dizilerinin; bu dizilerin
olgunlagsma sonrasinda uzaklastirilmasi i¢in gerekli peptidaz tanima dizilerinin eklenmesi gibi
(Sekil 8.3).

Bu giin i¢gin SARS Cov-2 viriisiine karsi gelistirilen iki mRNA asis1 yaygin olarak
kullanimdadir: BNT162b2 (Comirnaty, BioNTech-Pfizer) ve mRNA-1273 (COVID-19
Vaccine Moderna, Moderna). Her iki asinin da firetilmesi i¢in kullanilan teknoloji ¢ok
benzerdir. Virlisin tam biyiikliikteki S proteininin optimum olarak ekspresyonunun
yapilabilmesi i¢in kodonlar optimize edilmistir. Ayrica protein yapisina 6zgiin sinyal dizisi
eklenmistir. Bu iiretilen mRNA molekiilleri flizyon dncesinde ve sonrasinda konformasyonal
degisiklikleri engellemek i¢in iki adet mutasyon igerir.

mRNA agis1 iiretim siireci, RNA polimerazin baglanabilecegi bir promotor da iceren
bir plazmit i¢ine, hedef DNA molekiiliine klonlanmasi ile baglar (Sekil 8.3). Bakteri
hiicrelerinde bu rekombinant plazmitin ¢ogaltimi (amplifikasyonu, ¢ok sayida kopyasinin
olusturulmasi) sonrasinda dogrusallastirilir ve saflastirilir. Dogrusallastirilmis ve saflagtirilmis
bu rekombinant DNA’dan hedef polipeptiti kodlayan bolgeden in vitro’da transkripsiyon
gergeklestirilerek biliylik miktarlarda RNA elde edilir. Biiyiik 6lgekte iiretim gergeklestirmek
icin gelistirilmis yeni teknoloji kullanilarak bu RNA molekiillerinin 5 uglarina kep yapisinin

eklenmesi kritik bir iglemdir.
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Sekil 8.3: Bir mRNA asisi {iretiminin ana asamalari.

US 1

In vitro transkripsiyon sonrasinda mRNA saflastirma basamaklari uygulanir. mRNA

asilarinin, mRNA’nin stabilitesi ve translasyonun etkinligini saglamak tizere 5° ve 3’
translasyonu yapilmayan dizileri modiile edilir (Sekil 8.4). Ayrica iiridinler RNA stabilitesini

artirmak ve spesifik olmayan bagisik tepkiyi azaltmak igin N1-metilpseudotiridine (m1¥)

degistirilir.
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Sekil 8.4: SARS Cov-2 S proteinini kodlayan bir mRNA molekiiliiniin ve bir S polipeptiti

iceren lipit nano par¢aciinin sematik goriintimleri.

As1 uygulamasi igin mRNA asilari lipit nano partikiilleri (LNP) formunda spesifik lipit
kompleksleri seklinde hazirlanir (Sekil 8.4). Bu LNP yapist mRNA’y1 sadece doku igindeki
yikima karst korumaz ayni zamanda hiicreye tutunmalarina ve RNA translasyonu igin
sitoplazma i¢ine salinmalarina da yardim eder. LNP yapisi; pospolipitler, kolesterol, 6zel
katyonik lipitler ve etilen glikol lipitleri gibi bilesenlerin 6zel oranlarda karigtirilmasiyla elde

edilir.

8.3 Viral Vektor Asilari

Immiinojenik bir veya daha fazla polipeptiti kodlayan genleri klonlayarak ve memeli
hiicrelerinde ekspresyonu yapilacak sekilde manipiile ederek DNA asilar1 elde edilir. Asi
olarak hazirlanan bu DNA molekiilleri eger memeli hiicre ¢ekirdegine ulasirsa burada
transkripsiyonu ve RNA isleme islemleri yapilarak mRNA’ya doniistiirildiikten sonra
sitoplazmaya gegerek ribozomlarda anijenik polipeptit sentezini yonetir. Cogu durumda DNA
astlariin hiicre ¢ekirdegine etkili bir sekilde ulastirilmasi temel zorluktur. Bu temel zorlugu
asmak tizere DNA molekiiliinii hiicre ¢ekirdegine tasiyacak sistemlerin gelistirilmesine ihtiyag
duyulur. Bu sistemlerden biri viriis kokenli vektorlerdir.

Bazi viriisler enfeksiyonun baglamasindan hemen sonra genomik DNA’larin1 konak
hiicrenin ¢ekirdegine etkili bir sekilde iletirler. Sonrasinda genomlarinin replikasyonu ve
proteinlerini ekspresyonu yapilarak yeni viriis par¢aciklarinin iiretilmesi gergeklestirilir. Viral
enfeksiyon hiicre i¢in elbette Oldiirticiidiir; fakat genomlarimi etkili bir sekilde c¢ekirdege
ulastiriyor olmalart bu viriisleri DNA asilarinin, asilanacak kisilerin hiicrelerinin ¢ekirdegine

tasimak i¢in bir ara¢ yapar. Bunun i¢in virlisiin sozgelimi DNA replikasyonunu yiiriiten
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fonksiyonu kontrol eden genom bdlgesi silinirse bdyle bir virlis parcacigi genomunu
cekirdege iletecek fakat genom replikasyonunu gergeklestiremeyecegi igin viral enfeksiyon
devam edemeyecektir. BOyle bir viriis genomuna hazirlanmis bir DNA asis1 (DNA
molekiiliis!) eklenirse bu DNA’nin kodladigi polipeptitin transkripsiyonu gergeklesecek,
sonugta bu hiicrede antijenik polipeptit sentezlenecektir. Bu sekilde hedef bir DNA
molekiiliinii hiicre ¢ekirdegine tagimak iizere tasarlanmig enfeksiyon yetenegi yok edilmis
viriislere vektor viriisler denir. Vektor virlis olarak farkli virlis gruplart kullanilir. Bunlar
arasinda adenoviriisler, herpes viriisler, vaksinia viriisleri ve retroviriisler sayilabilir.

DNA asilarinin hiicre ¢ekirdegine ulastirilmasinda vektor olarak kullanilan viriislerden
birisi adenoviriislerdir. insan ve maymun adenoviriis suslar1 bu amag igin gelistirilmislerdir.
Bu viriislerin genomunun E1 bélgesi replikasyondan sorumlu bolgedir. Yine E3 bdlgesi de
baz1 viral savunma fonksiyonlarin yiritiilmesinden sorumlu diger bir bolgedir. Bu viriisiin E1
bolgesine as1 olarak gelistirilmis DNA molekiilii yerlestirildiginde replikasyon fonksiyonu
yok olur ve virlis ¢cogalamaz (Sekil 8.5a). Boylece bu viriis, ¢ogalamayan ama genomunu
cekirdege transfer edebilen bir vektor asiya doniisiir. Bu adenoviriis vektori, ast DNA
bolgesiyle beraber genomunu cekirdege ulastirir, sonra ast DNA bolgesinden antijenik
polipeptitin ekspresyonu gerceklesir. Fakat temel problem c¢ogalamayan bir viriis
pargacigindan as1 olarak kullanmak tizere yeterli miktarda iiretilmesidir.

SARS Cov-2 igin gelistirilen asilardan birisi ChAdOx1-S (University of Oxford,
AstraZeneka) asisidir ve modifiye edilerek hazirlanmis maymun adenoviriisii (sempanze
adenoviriis Y25) vektdr olarak kullanilmistir. Oncelikle viriisiin E1 genom bolgesi silinerek
yerine SARS Cov-2 yiizey antijen genini (S geninin) tamami integre edilmistir (ChAdOXx1-S).
Boylece manipiile edilmis S DNA geni virlis yapisina eklenirken viriisiin replike olmasi ve
cogalmasi da engellenmistir. Bu viriisiin E3 bolgesi de ayrica silinmis ve viriis gogalmasinin
engelleniyor olmasi daha da kesinlestirilmistir. Boyle bir genoma sahip bir viriis pargacigi
normal insan doku kiiltiirii hiicrelerinde ¢ogalamaz. Bunun i¢in viral E1 genini tasiyan hiicre
hatlarindan olusan doku kiiltiirleri kullanilmistir (Sekil 8.5b). E1 fonksiyonu, yani viral
replikasyon i¢in gerekli enzimler doku kiiltlir hiicreleri tarafindan genomlarina integre olmus
bir E1 DNA’s1 tarafindan saglandigi i¢in bu doku kiiltiirlerinde vektér adenoviriis ChAdOx1 -
S biiyilk miktarlarda tretilmistir. ChAdOx1-S vektdr adenoviriisiin ¢ogaltilmasi i¢in insan
embriyonik bobrek hiicre hatti olan HEK293 hiicre hatti kullanilmistir. Biiyiik miktarda
vektor parcaciklariin saflastirilmast icin, doku kiiltiir hiicrelerinin deterjanlarla parcalanmasi

ve diger hiicre bilesenlerinden ve viral RNA’dan saflastirilmasi islemleri gergeklestirilir.
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Sekil 8.5: a) E1 ve E3 bolgeleri modifiye edilmis adenoviriis genomu, b) Vektor adenoviriisiin
E1 DNA’s1 tasiyan hiicre hatlarinda ¢ogaltilmasi ve ¢) vektor adenoviriisiin asilanan bireyin
hiicrelerinde SARS Cov-2 S antijeninin tiretilmesi ve hiicre ylizeyine transferi.

HEK293 hiicre hatlarinda ¢ogaltilan ve saflastirilan ChAdOX1-S vektor asi kas igine
uygulandiginda virlisiin tutunma ve penetrasyon mekanizmalar1 yardimiyla sitoplazmaya ve
orandan ¢ekirdege ulasir. Replikasyon fonksiyonundan sorumlu E1 bolgesi bulunmadigi igin
adenovirlis ¢ogalamaz. Buna karsin E1 bolgesinde yerlesik durumdan S geninin
transkripsiyonu gerceklesir (Sekil 8.5¢). Uretilen bu S proteinleri hiicre yiizeyinde transfer
edilir ve bagisik sistem hiicreleri tarafindan taninirlar ve bagisik tepki olusturulur.

Hiicre ¢ekirdeginde S geninden mRNA iiretildigine gore mRNA asilariyla ayni sonuca
ulasildign diisiiniilebilir. Ancak adenoviral vektor asilar iizerinden mRNA iiretilme
mekanizmas1 ¢ok daha karmasiktir. Oncelikle adenoviral vektdor DNA’smin ¢ekirdege

geemesi, sonra c¢ekirdekte translasyonunun yapilmasi, yine c¢ekirdekte RNA isleme
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islemlerine tabi tutulmasi ve sitoplazmaya transfer edilmesi gerekir. Yapilan ¢aligmalar
cekirdekte oncii S mRNA’sina alternatif splayslama ve farkli bolgelerden poliadenilasyon
islemlerinin uygulanmis oldugunu gdstermektedir. mRNA asilarinda ise sitoplazmaya

dogrudan mRNA molekiilii ulasir ve sadece S polipeptiti liretilir.

8.4 Endistriyel ve Sosyal Boyut

As1 aragtirma ve gelistirme yetismis eleman ve biiylik yatirnm gerektiren bir alandir. Bu
nedenlerle as1 endiistrisine yatirim yapan girisim sayis1 azdir. Bu girisimcilerin ¢ogu ABD ve
Avrupa orijinlidir. Agt Uretiminin diinyanin daha geligsmis belli bolgelerine yogunlagmis
olmasi salgin sartlarinda as1 dagitiminda ayrimciliga neden olmakta ve 6zellikle diisiik gelirli
bolgelere as1 ulasmasini zorlagtirmaktadir. Smirlt as1 stoku ve esit olamayan dagitim kiiresel
esitsizliklere neden olmaktadir. Sozgelimi serviks kanserine karst mevcut insan
papillomaviriis (HPV) asisinin hastalik sikliginin daha yiiksek oldugu diisiik gelirli iilkelere
ulasma oram1 %41 iken yliksek gelirli iilkelerde bu oran %83’tiir. COVID-19 asilarinin
saglanmasinda daha agir bir esitsizlik gozlemlenmistir. Cin, Hindistan ve Breziya gibi
ilkelerde as1 arastirma ve gelistirmesine yatirim yapan girisimcilerin sayist gittikce
artmaktadir.

Yeni bir aginin gelistirilmesi olduk¢a pahali ve zaman alan siiregleri igerir. Yeni bir as1
gelistirmenin maliyeti 1991 yilinda 231 milyon ABD dolar1 iken 2003 yilinda 802 milyon
dolara, 2010 yilinda da 1 milyar dolara ulasmistir. Bu hesaplamalar biitiin masraflari i¢erecek
sekilde hesaplanmistir: olumsuz sonuglanmis iiriin arastirma gelistirme masraflari, lisanslama
sonrast klinik ¢aligmalar ve iiretim siireclerinin iyilestirilmesi. Lisanslama i¢in hazir yeni bir
ast elde etmek icin 600-800 milyon dolarlik bir harcamaya ihtiya¢ oldugu hesaplanmaktadir.
Bir girisim boyle bir {iriin i¢in yillik 100 milyon dolar yatirim yapmasi durumunda ancak 6-8
yilda iiriinii hazir hale getirebilir. S6zgelimi insan papillomaviriis ve rotaviriis asilar1 14-16

yilda tamamlanabilmistir. (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC7151793/)

2021 yilinda 141 milyar ABD dolar1 degerinde 16 milyar doz as1 piyasaya
sunulmustur. Bu say1 2019 yil1 pazar hacminin hemen hemen 3 kat1 (5.8 milyar doz) ve pazar
degerinin neredeyse 3.5 kat1 (38 milyar dolar) kadardir. 2019-2021 yillar1 arasindaki bu farki
olusturan ana neden COVID-19 agilaridir. Bu durum as1 tiretiminin saglik ihtiyaclarina bagl

olarak nasil biiyiik bir hizla arttigini gostermektedir (https://www.who.int/news/item/09-11-

2022-who-releases-first-data-on-global-vaccine-market-since-covid-19). Kiiresel rekombinant

as1 pazar blytkligi 2021 yilinda 8.1 milyar dolar olarak gergeklesmistir. 2031 yilinda yillik
%11.4’liik bir artigla 24.7 milyar dolara ¢ikmasi 6ngoriilmektedir.
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9 TRANSGENIK BiTKi VE HAYVAN OLUSTURMA

Transgen, in vitro’da rekombinant DNA teknikleri ile modifiye edilerek genellikle esey
hiicresi transformasyonu ile, tekrar bir organizmanin genomuna nakledilmis bir gendir.
Transgenik organizma ise genomu disardan verilmis bir DNA ile modifiye edilmis bir
organizmadir. Transgenik organizma olusturulurken genelde ii¢ asamadan s6z etmek miimkiin
olabilir. Birinci asamada in vitro’da transfer dilmek istenen gen veya genlerin
manipulasyonu yapilir. Bu asamada hedef gene diizenleyici bolgeler, bir veya daha fazla
antibiyotik diren¢ geni ve benzeri genetik isaretleyiciler eklenir. Hedef DNA uygun bir
vektore aktarilarak veya dogrudan dogrusal DNA molekiilleri olarak, transfere hazir hale
getirilir. Tkinci asamada manipule edilmis hedef geni de tasiyan DNA molekiilii genetik
yapisi degistirilmek istenen organizmanin hiicrelerine transfer edilir. Konjugasyon,
transformasyon, molekiil tabancasi, virlisler araciligiyla veya mikroenjeksiyon gibi
yontemlerden biri ile hedef gen hiicrelere nakledilir (Sekil 9.1). Ugiincii asamada genetik

isaretleyicilerin de yardimiyla transgeni tastyan bireyler izole edilir.

DNA-sarl
Tabanca tumgren
"
o Enjeksiyon
Transformasyon = )
Sl o ¥ Viriis
Transgen

Sekil 8.1: Hiicrelere temel gen transfer yontemleri.
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9.1 Transgenik Bitki Olusturma ve Biyoteknolojik Uygulamalari

Tarimsal ekonomik 6nemlerinden dolayr bir ¢ok bitki, daha verimli varyeteler elde etmek
iizere genetik analizlere tabi tutulurlar. Rekombinant DNA teknolojisi bu cabalara yeni
boyutlar katmistir. Ciinkii bu teknoloji kullanilarak sinirsiz bir sekilde genomik modifikasyon
yapmak miimkiindiir. Belli bir tiir i¢inde klasik yontemlerle daha fazla genetik cesitlilik
basarilamamaktadir. Bu giin i¢in diger bitki, hayvan ve hatta bakteri tiirlerinden bir bitki
tiriiniin bireylerine yeni bir DNA eklemek miimkiindiir. Bu uygulamalarla genetigi
degistirilmis organizmalar (GDO) (GMOs, genetically modified organisms) tarim sektdriinde
yaygin olarak kullanilmaya baslanmigtir. GDO’larin besin endiistrisine girigi, tahmin
edilemeyecek saglik sorunlarina neden olabilecegi kaygisiyla bazi toplum kesimleri tarafindan
tepkiyle karsilanmaktadir. GDO kaygisi, gelecekte, yeni genetik teknolojilerin
uygulanmastyla ortaya ¢ikacak halk sagligi, giivenlik, etik ve egitim konularindaki kompleks
tartismalarin sadece bir boyutudur. Ancak her seye ragmen transgenik bitki teknolojisi,
gittikce yayginlasmakta ve hesap edilen olasi besin agiklarinin kapanmasi i¢in gerekli bir
teknoloji olarak goriilmektedir.

Bitki hiicrelerinin ¢ogu totipotenttir, yani bir hiicre yeni bir birey olusturma
potansiyeline sahiptir. Dolayisiyla tek bir bitki hiicresine bir transgen nakledilerek bir
transgenik hiicre elde etmek miimkiindiir. Sonra yeni nesillerde homozigot olarak transgenik
olan bireylerin se¢imiyle teorik olarak kolayca transgenik bir bitki elde etmek miimkiindiir.
Boyle bir siiregte oncelikle hedefe uygun bir genin in vitro’da manipulasyonu yapilmali ve
sonra bu manipule edilmis gen veya genler bitki hiicrelerine nakledilmelidir. Sonra transgenik
bitkiler transgenik olmayanlardan ayirt edilmelidir.

Genetik manipulasyon standart rekombinant DNA islemleriyle gerceklestirilir. Sonraki
basamak bu rekombinant DNA’nin bir bitki hiicresine nakledilmesidir. Bitki hiicreleri
bakteriler gibi kolay tranforme olabilen hiicreler degildir. Bu nedenle 6zel yontemlerle DNA
transferi gergeklestirilir. Bu yontemlerden biri Ti plazmit vektorleriyle bitki hiicrelerine DNA
naklidir. Ti plazmiti bir toprak bakterisi olan Agrobacterium tumefaciens’in dogal bir
plazmitidir (Sekil 9.2a). Bu bakteri bitkilerle temas halinde iken Ti plazmiti tizerinde bulunan
Ti DNA’sin1 bitki genomuna az c¢ok rasgele bolgelere sokar. Ti DNA’s1 bitkinin dip
kismindaki hiicrelerde tiimorlesmeye ve gal denilen dokularin olugmasina neden olur (Sekil
9.2b).
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Sekil 9.2: a) Ti palzmitinin fiziksel haritasi. b) Ti plazmitinin bitki hiicrelerine Ti DNA’sim1

transferi.

Ti plazmiti bitki hiicresine integrasyon fonksiyonunu yliriiten genler ve tiimor olusumunu
saglayan diger genler tasir. Bu plazmitin tiimor olusturan gen bolgeleri ¢ikarilarak istenen gen
bu bolgeye eklenebilir (Sekil 9.3a). Bu tip bir Ti plazmiti bitki hiicresi genomuna integre
olacak ancak tiimor olusturamayacaktir. Bu yolla istenen gen bitki genomuna transfer
edilebilir. Ti plazmitine istenen gen eklenirken bir de genetik marker eklenir ki bu genellikle
kanamisin diren¢ genidir. Hedef genle beraber kanamisin diren¢ geni de bitki hiicresine
nakledilir.

Nakil sonrasinda bitki hiicreleri (genellikle genetik yapisi degistirilmis yani rekombinat
Ti plazmitini tasiyan A. tumefaciens bakterisiyle enfekte edilmis) kanamisin iceren doku
kiiltiirlerinde gelistirilir. Kanamisin direngli bitki hiicreleri 6nce kalluslar seklinde kiiltiirlerde
yetistirilir ve siirgiin ve kok olusturmak tizere uyarilirlar. Sonra topraga transfer edilerek bir
bitki olarak gelismesi saglanir (Sekil 9.3b). Bu bitkilerin kromozomlarindan genellikle birine
transgen aktarilir. Dolayisiyla bu gen Mendel kurallarina goére kalitlanacagi icin yeni

nesillerde homozigot transgenik bitkiler secilir.
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Sekil 9.3: Rekombinant Ti plazmitinin bitki hiicrelerine nakli.

Bitki biyoteknolojisinin temel amaci kiiltiir bitkilerinin yeni varyetelerini
olusturmaktir. Bir ¢ok arastirma bitkinin besin igerigini degistirmeksizin daha ¢ok iiriin veren
bitkilerin gelistirilmesine yoneltilmistir. Boceklere, viriislere, herbisitlere, cevresel streslere
ve senessense diren¢ saglayan genler farkli tip bitkilere transfer edilmislerdir. Diger bazi
arastirmalar ise ¢igek pigmentasyonu metabolik yolunun manipulasyonu, bitki iiriin igeriginin
modifikasyonu ve bitkilerin biyorektdr olarak kullanimina yonlendirilmistir. Bu giin i¢in her
iki kategorideki arastirmalar sonucunda onlarca bitki varyetesi tarimsal iiretime sunulmustur.
Bu bitkilerden (GDO) elde edilen iiriinlerin piyasa paylar1 olduk¢a 6nemli bir boyuttadir.

Eger bir bitki igsel olarak boceklere direngli hale getirilmek {izere genetigi

degistirilebilirse, iiretim sirasinda pahali ve zahmetli insektisit piiskiirtme uygulamasi
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yapilmadan hasat elde edilebilir. Boyle bir bitki elde etmek tizere Bacillus thuringiensis
bakterisi tarafindan iiretilen ve birgok bitki zararlis1 bocegi 6ldiiren bir toksin geni bitkilere
transfer edilmistir. Transgenik domates bitkileri sera ve tarla sartlarinda yetistirilmis;
insektisit verilerek ve verilmeden dogal ve transgenik bitkilerin bazi boceklere karsi direnci
karsilagtirilmistir. Transgenik bitkilerin yabani tiplerle karsilastirildiginda boceklere karst
daha direngli olduklar1 belirlenmistir (Cizelge 9.1).

Cizelge 9.1: Yabani tip ve transgenik domates bitkilerinin bocek zararlilarina karsi

dayaniklilig1.
Zarar goren yabani tip Zarar goren transgenik
Bocek bitkilerin oram (%) bitkilerin oram (%)
Insektisitsiz | Insektisitli Insektisitsiz | Insektisitli
Tiitlin boynuz kurdu 475 37 195 00
(Manduca sexta)
Dom_ates_ meyve kursu 20.1 Belirlenemedi 6.4 Belirlenemedi
(Heliothis zea)
Domates igne kurdu 99.7 95.1 94.2 80.4
(Keiferia lycopersicella)

Bitkiler kolay gelisir ve biiylik miktarlarda biyomas (canli kiitle) olusturur. Bu
diisiiniilerek bitkilerin biiylik Olcekte proteinler ve kimyasallar iiretmek tizere kullanilip
kullanilamayacag1 diistiniillmeye bagslanmistir. Bu {irlinlerin iiretilmesinde kullanilan
rekombinant bakteriler bilyiik reaktorlerde iiretilir ve iglemlerin yiiriitiilmesinde ¢ok deneyimli
ve 1yl yetismis uzmanlara ve pahali bir donanima ihtiya¢ duyulmaktadir. Bunun yerine eger
amaca uygun transgenik bitkiler olusturulabilirse bu iiriinler daha kolay ve biiyiik 6lcekte
muhtemelen daha ucuza iretilebilecektir. Fakat bu durumda daha kompleks bir genetik
manipulasyon ve karakterizasyon ¢alismasina ihtiyag¢ vardir. Baz1 kii¢iik 6l¢ekli denemelerde
transgenik bitkiler olusturularak monoklonal antikorlar, fonksiyonel antikor fragmentleri ve
biyoyikimi1 miimkiin plastik benzeri bir polimer olan polihidroksibiitirat iiretimi saglanmistir.
Bu tip uygulamalarin gelecekte ¢ok daha uygulanabilir hale gelecegi ve biyoteknolojik iiriin

piyasasinda 6nemli bir paya ulasacagi agiktir.
9.2 Transgenik Hayvan Olusturma ve Biyoteknolojik Uygulamalari

Hayvanlarin evcillestirilmesinden bu yana daha verimli irklar elde etme ¢alismalar siirdiirtile
gelmistir. Nesiller boyu siiren secici ¢iftlestirmelerle siit {iretimi, yiin 6zellikleri, kilo kazanma

orani ve yumurtlama siklig1 gibi karakterleri bakimindan genetik olarak daha verimli soylar
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elde etme calismalar siirdiiriiliir. Elde edilen daha verimli soylarda meydana gelecek herhangi
bir genetik degisikligi diizeltmek i¢in yeniden nesiller boyu siiren ¢alismalar gerekir. Ayrica
bu klasik yollarla yapilan se¢im belli bir noktanin 6tesinde iyilestirmelere izin vermemektedir.
Yakin zamana kadar bu secici iyilestirme evcil hayvanlarin genetik olarak iyilestirilmesi i¢in
tek yoldu. Ancak transgenez (transgenik organizma elde etme siireci) yOntemlerinin
hayvanlara da uygulanabilir hale gelmesinden sonra genetik yapist modifiye edilmis belli
hayvan irklarinin olusturulmasi miimkiin olmustur.

Gergekte bitkilerle hayvanlarda transgenez islemleri benzerdir. Fakat bitkisel
hiicrelerle hayvansal hiicreler arasinda temel bir fark vardir: Bitki hiicrelerinin hemen tamami
totipotent iken hayvan hiicreleri ancak embriyonik gelismenin ¢ok erken sathalarinda
tamamen totipotenttir. ileri hayvanlarin viicut hiicreleri totipotent degildir. Dolayisiyla
transgenik bir hayvan elde etmek i¢in ya yumurtaya gen naklinin yapilmasi gerekir yada
germinal hiicre hatlarina ex vivo’da transgen eklenerek geri hayvana implante edilmesi
gerekir. Normal ve kok hiicre halindeki viicut hiicrelerine aktarilan genler sadece o bireyde
varligin1 siirdiirecek yeni nesillere aktarilmayacaktir. Sekil 9.4’de bu ii¢ tip gen transfer
yontemi model organizmalardan farelerde sematik olarak gosterilmistir. Dollenmis yumurtaya
nakledilen transgen ilgili bireyde heterozigot veya homozigot olarak temsil edilecektir. Eger
heterozigot olarak temsil edilirse sonraki nesillerde homozigot transgenik bireyler taranarak
izole edilir. Germinal gen naklinde ex vivo’da erken embriyonik safhalardaki hiicrelere gen
nakli yapildiktan sonra erken sathalardaki embriyoya bu hiicre implante edilir. Bu transgenik
hiicrenin soyundan gelen hiicrelerden farklilagan doku ve organlar (esey dokular1 da olabilir)
transgenik olur. Somatik gen naklinde ise organizmadan alinan hiicre ex vivo’da transgenik
yapildiktan sonra geri viicuda nakledilir. Bu hiicreler viicudun belli bélgelerinde ¢ogalarak
transgenik somatik dokular olustururlar.

Hayvanlarda transgensis insan gen ekspresyonunun anlasilmasi, genetik hastaliklar
icin hayvansal model sistemlerin gelistirilmesi gibi bilimsel amaglarla yogun bir sekilde
kullanilmaktadir. Ayrica transgenik memeli hayvanlarin siit bezlerinden siit icinde
salgilanacak farmasotik Onemi olan proteinlerin tretilmesi de miimkiin olmaktadir.
Transgenik memelilerin meme bezleri bir ¢esit ilag fabrikasi gibi algilanmaktadir.
Transgenesis i¢cin meme bezlerinin se¢ilmesinin bazi1 nedenleri vardir. Siit tiretimi siireklidir,
biiyiik miktarlarda viicut sivist olarak salgilanir ve hayvana zarar vermeden sik araliklarla elde
etmek miimkiindiir. Meme bezlerinden salgilanmasi istenen proteinin hayvana zarar verici bir

protein olmamasi gerekir. Ayrica hedef proteinin bu hayvanlarda, insanlarda fonksiyon
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yapacak fonksiyonel forma donistiiriilme olasiligi daha yiiksektir. Siit i¢indeki protein

sayisinin nispeten az olmasindan dolay1 hedef proteinin aritimi da kolaydir.

a) Dollenmis yumurtaya enjeksiyon
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Sekil 9.4: Model hayvansal orgazimalardan farede farkli hiicre hatlarina gen transferi.

Transgenik hayvan olusturmanin bir uygulama alani bitkilerde oldugu gibi hastaliklara
direngli hayvanlar elde etmektir. Farmasdotik iiriinlerin hayvanlarda tiretilmesi bitkilerde ve
mikroorganizmalarda iiretilmesinden daha avantajlidir. Clinkii baz1 kan pithtilasma enzimleri
gibi insan proteinleri, bakteriler ve bitkilerde dogru bir sekilde fonksiyonel formlarina
doniistiiriilememektedir. Insana daha yakin olduklarindan hayvansal modeller daha uyumlu
fonksiyonel iiriinler tiretiminde daha kullanislidir. Bu giin i¢in meme bezlerinden salgilanacak
irlinler iiretilmek iizere bazi1 genler manipule edilmis durumdadir: o-1-antitripsin (akciger
hastaliklar1 tedavisinde) koyunda, doku plazminojen aktivator (pihtilarin agilmasinda) kegide
iretilmistir. Arastirma ve ticari amaglar i¢in transgenik hayvan olusturmanin biyoteknolojide

onemli bir alan olarak kalmaya devam edecegi muhtemel goriilmektedir.
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Hayvanlarda organizma klonlama son yillarda fazla popiiler ve magazinsel bir
konudur. Bu uygulamanin temeli bir bireye ait tercihen embriyolojik gelisimini tam olarak
tamamlamamis bir viicut hiicresinin ¢ekirdeginin, cekirdegi uzaklastirilmis ayni tiire ait bir
yumurta hiicresine implantasyonudur. Bu implantasyon sonucunda yumurta hiicresinin
igeriginin verici hiicrenin kromozomlarini totipotent 6zellige doniistiirmesi umulur. Eger bu
gerceklesirse bu diploit hiicre zigot gibi davranir ve ergin bir birey olusur. Bu bireyin genetik
icerigi ¢ekirdegi veren verici bireyin genetik icerigi ile aynidir, yani bu bireyler birbirlerinin
klonudurlar. Organizma klonlama olarak adlandirilabilecek bu islem bir gesit uygulamali
embriyoloji olup molekiiler klonlama siireglerinden tamamen farkli bir uygulamadir. Bu
yontemle bu giin (insanin da dahil oldugu séylenen) bir ¢ok organizmanin klonlanmasi
calismalan ylriitilmektedir. Koyunlarda oldugu gibi bazi basarilar saglandiysa da, bu
yontemle organizma klonlama konusunda kat etmemiz gereken daha c¢ok uzun bir yolun

oldugu bir gercektir.

9.3 Insan Gen Tedavisi

Insanlarda yumurta veya germ hiicrelerine gen naklinin yapilmamasi genel bir mutabakattir.
Bu nedenle transgenik bir insandan s6z etmemek gerekir. Bunun yaninda insan somatik
hiicrelerine gen nakli yapilabilmektedir. Insan viicut hiicreleri herhangi bir {iriin {iretmek
izere kullanilamaz. Dolayisiyla somatik gen naklinin kabul edilebilir tek uygulamasi genetik
hastaliklarin tedavisidir. Bu uygulamada temel amag¢ bozuk (mutant) bir genin yerine bu genin
yabani tipini nakletmektir. Sadece viicut hiicrelerine gen nakli miimkiin olduguna gore belli
bir hastaligin normal fonksiyonunu yiiriiten dokulardaki hiicrelere gen nakli yapmak gerekir.
So6zgelimi, kemik iligi veya dalak hiicrelerine gen nakledilerek, bagisiklik sistem bozukluguna
neden olan bir genetik hastaligin tedavisi miimkiin olabilir.

Boyle bir uygulamada bozuk genin normal formu klonlanir, gerekli manipulasyonlar
yapildiktan sonra uygun bir vektdre aktarilir. Insanlarda genellikle viral vektorler gen transfer
araclart olarak kullamilir. Yaygin olarak kullanilan bu vektorlere retroviral vektorler,
adenoviriis vektorleri ve herpes simpleks vektorleri 6rnek verilebilir. Ayrica mikroenjeksiyon,
elektroporasyon ve molekiil tabancasi (biyolistik) yontemleri de uygulanmaktadir.

Insanlarda somatik hiicre gen tedavisi uygulanan ilk hastalik “agir kombine bagisik
yetmezlik hastaligi”dir (SCID). Bu hastalik ¢ekinik bir mutasyonla olusur ve immiin sistem
hiicrelerinin bir tipi fonksiyonel bir adenin deaminaz (ADA) enziminin yoklugu nedeniyle

olusamaz. SCID bireyler herhangi bir bagisik tepki olusturamazlar ve maruz kalacaklar
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herhangi bir enfeksiyon sonucu 6liirler. Bu bireylerde kemik iliginden alinmis kok hiicrelere
ex vivo’da retroviral vektdre bagli yabani tip ADA geni eklenir. Transgenik olan bu kok
hiicreler (geni tedavi edilmis hiicreler!) tekrar geri hasta bireyin kemik iligine nakledilir.
Nakledilen bu kok hiicrelerden fonksiyonel ADA enzimi sentezlenir. Kemik iligindeki
hiicrelerin tamamui transgenik degildir ancak az sayida da olsa transgenik hiicrelerden olusan
savunma hiicreleri bagisikligin olusmasin1 saglamaktadir. Bu tedavi belli araliklarla
tekrarlanmak zorunda da olsa basariyla uygulanmakta olan bir gen tedavisidir.

Retroviral vektorler bazen tahmin edilmedik genom bolgelerine yerlesebilmekte ve bu
bolgelerde mutasyonlara neden olabilmektedirler. Ex vivo somatik hiicre gen tedavisi géren
bazi bireylerin kansere yakalanmasi bunu gostermektedir. Ayrica retroviriisler gelismeyen
hiicrelere saldirmadigindan, bu vektorlerle sadece gelisen ve boéliinen hiicrelere gen nakli
yapilabilmektedir. Retroviral vektorlerin kullanilamadigi durumlarda daha uygun bir vektor
olarak adenoviriis vektorleri kullamlir. Bu viriisler akciger ylizey epiteli hiicrelerini enfekte
eder. Viriis hiicrede kromozoma integre olmaz, otonom olarak kalir. Bu durum istenmeyen
gen bolgelerine integrasyon problemini ortadan kaldirir. Ayrica bu vektorler gelismeyen
hiicrelere de saldirirlar ancak enfekte ettikleri doku sayist sinirhidir. Bu tip vektorler sistik
fibroz hastaliginin gen tedavisi ¢alismalarinda kullanilmaktadir.

Teknik gelismelerle asilacagina inanilsa da insan somatik hiicre gen tedavisinde bazi
zorluklar vardir. Bunlardan biri belli bir hastaligin tedavisinde transgeni dogru dokuya
tastyacak tastyici sistemin nasil dogru bir sekilde hedefe yonlendirilecegidir. Bir digeri siirekli
olarak ekspresyonu yapilacak bir transgenin nasil olusturulacagidir. Yine potansiyel zararli
yan etkilerin nasil engellenecegi diger bir zorluktur. Insan somatik hiicre gen tedavisi
aragtirtlmalarinda bu ve benzeri problemlerin asilmasina yonelik c¢aligmalar devam

etmektedir.
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10 BIYOTEKNOLOJIK UYGULAMALARIN ETIiK BOYUTU

Rekombinant DNA teknolojisinin olumlu sosyal etkilerine ragmen, gen klonlama ve diger
uygulamalarinin bazi tehlikeleri de olabilir. Birgogu heniiz yeterince dile getirilmediyse de bir
organizmanin genetik olarak degistirilmesi ciddi bilimsel ve felsefi problemlerin olugmasina
neden olmaktadir. Burada tartismalardan bazilar1 6zetlenecektir.

Ik kaygilar tehlikeli genler tasiyan E. coli ve diger genetik olarak manipule edilmis
organizmalarin laboratuvardan kagarak yaygin enfeksiyonlara neden olacagi yoniinde idi. Bu
kaygilar rekombinant DNA arastirmalart i¢in 06zel diizenlemeler getirerek en aza
indirilebilmektedir. Deneyimli arastiricilarin ¢aligtirllmasi, daha kontrollii laboratuarlarin
kullanilmasi, dogada yasayamayacak kadar zayiflatilmis ve konjugasyon gerceklestiremeyen
konak hiicrelerin kullanilmasi gibi. Sonradan bu konuda baslangictaki kadar cok kaygi
duyulmasimin gereksiz oldugu anlasilmistir. Tibbi, tarimsal ve ila¢ uygulamalar1 siki bir
sekilde denetlenmektedir. Endiistriyel rekombinant DNA uygulamalari ise nispeten daha az
denetim altinda bulunmaktadir.

Rekombinant DNA teknolojisinin insanlarda kullanilmasi  ahlaki  sorunlar
yaratmaktadir. Ciddi genetik hastaliklarin tedavisine yoOnelik somatik hiicre gen tedavisi
calismalart nispeten kabul gorebilmektedir. Insan yumurtasmma veya embriyolarma
bozukluklar1 (mutasyonlari) diizeltmek veya arzu edilen bazi karakterleri kazandirmak igin
gen nakli, ¢ok daha ciddi bir sorun olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Her ne kadar insan esey
hatlarina gen nakli genel bir mutabakat olarak yasaklanmissa da bazilar1 tarafindan bu yasagin
delinebilecegi daima bir olasilik olarak karsimizdadir. Diger organizmalarin da esey hatlarina
gen nakli konusunda ayni kaygilar gecerlidir. Bunun, insan aktivitelerine bagli olarak halen
sinirlandirilmakta olan biyogesitliligi daha da sinirlayacagi ortadadir. Ayrica bazi lilkeler
dogal olarak olusmamis olan bu transgenik organizmalarin patentlenebilecegine karar vermis
durumdadir.

Insan genom projesiyle insan genomunun molekiiler yapisi ortaya cikarilmistir.
Boylece, hekimler, hastaligin olusmaya baslamasindan oOnce genetik bir bozuklugu
belirleyerek tedavi yontemleri uygulayabilmektedirler. Bu durum ¢esitli ikilemlerin
dogmasina neden olmaktadir: Ilgili kisiye durumu sdylenmeli mi? Kisiler diizeltilemeyen bir
bozukluga sahip olduklarini bilmek isterler mi? Bu kisilerin isverenleri ve sigorta sirketleri
problemi Ogrenirlerse ne olur? Calisanlar islerini ve sigortalarini kaybedebilirler. Pratikte

gizlilik konusu yasamsaldir, 6zellikle de eger genetik veri tabanlari olusturulursa. Genetik
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bozuklugu olan bebege sahip olacagi belirlenen ebeveynler, saglik ve sosyal giivenlik
sisteminin yiikiinii artirmamak igin, kiirtaj yoniinde baski gorebilirler. A¢ik bir sekilde modern
biyomedikal teknoloji hem korkulari hem de {imidi bir arada tagimaktadir. Genetik tarama
teknolojisinin hizla geligmesine ragmen toplum heniiz bunun sonuglartyla tam olarak
yiizlesmemistir.

Onemli anlagmazhklarin yasandigi diger bir alan da rekombinant organizmalarin
tarimsal uygulamalarda kullanilmalaridir. Rekombinant organizmalarin yeterince risk
degerlendirmesi yapilmadan dogaya birakilmasinin ekosistemleri tahrip edecegi dile
getirilmektedir. Yabanci organizmalarin girdikleri ekosistemleri tahrip ettigi goézlemleri, bu
kaygilar artiric1 yondedir. Esas kaygi transgenik bitkilerle viriisler ve diger bitkiler arasindaki
dogal gen naklidir. Bir viriise direncli olan bir transgenik bitkinin genomu, bulasici diger bir
virlis genomuyla integre oldugu durumda ¢ok daha tehlikeli bir hale gelecektir. Viriislere,
zararli boceklere ve herbisitlere direng genleri transgenik bitkilerden zararli otlara
aktarilabilir. Diger potansiyel problemler elestirileri kaygilara dontistiirmektedir. S6zgelimi
bocek Oldiiren virlisler tahmin edilenden ¢ok daha fazla bocegi Oldiirebilir. Bir viriise
yerlestirilmis toksin geni diger virlislere de aktarilabilir. GDO gidalarn tiiketicilerde yikici
alerjik reaksiyonlara neden olabilir. Bu konudaki tartigmalarin siddetli olmasinin nedeni ¢ok
saylda rekombinant organizmanin halen pazarda olmasidir. Su ana kadar énemli bir ekolojik
ve saglik problemi gozlenmemistir. Buna ragmen GDO’lara kars1 daha siki kontrollerin
gelmesi yonilinde baskilar vardir. Avrupa’da GD besinleri yaygin olarak {iretilmez ve
tiikketiciler de bu tirlinlere ilgi gostermemektedir. Bazi ABD sirketleri de toplumsal tepkileri
g0z oniine alarak GD besin tiretimini durdurma yoluna gitmistir.

Her yeni teknolojide oldugu gibi rekombinant DNA teknolojisinin de kotiiye
kullanilma potansiyeli daima mevcuttur. Bu noktada konu biyolojik silah ve terdérizmde
genetik miithendisliginin kullanilmasidir. Her ne kadar bu teknolojinin yeni biyolojik silahlar
iretmek i¢in kullanilmayacagi uluslar arasi bir mutabakat ise de, bu bilgi kullanilarak kolayca
yeni tip biyolojik silahlarin iretilmesi miimkiindiir. Rekombinant DNA teknolojisi
kullanilarak tiretilen etkili asilar saldirganlarin kendilerini ve sivil populasyonlar1 koruyabilir.
Biiylik miktarda toksin {ireten bakteriler veya yiiksek viriilensli viral ve bakteriyel suslarin
iiretilmesinin nispeten kolay olmasindan dolayr kiiclik iilkelerin ve hatta kiiciik terorist
organizasyonlarin bile biyolojik silah iiretmesi miimkiindiir. Bir ¢ok bilim insan1 ve diger
insanlar blyiik gilicler tarafindan yiiriitilen askeri rekombinant DNA arastirmalarinin

artisindan kaygi duymaktadir.
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