9 REKOMBINANT DNA VE INSAN GENOM PROJESI

9.1 Rekombinant DNA Teknolojisi

Molekiiler genetik arastirma tekniklerinin gelismesi arastiricilara, farkli kaynaklardan
yani farkli organizmalardan gelen DNA molekillerinin in vitro’da birlestirilebilme
yetenegini saglamistir. Farkl kaynaklardan gelen DNA molekiillerinin birlestirilmesiyle
olusturulan DNA molekiillerine rekombinant DNA denir. Rekombinant DNA iizerinde
restriksiyon endonukleaz analizleri, DNA dizileme ve yodnlendirilmis mutasyon gibi
genetik analiz ve manipulasyonlar gercgeklestirilebilir. Rekombinant DNA elde etmek ve
rekombinant DNA iizerinde genetik manipulasyonlar yapmak icin kullanilan tekniklerin
tamamina rekombinant DNA teknolojisi denir. Rekombinant DNA teknolojisi genetik
miihendisligi olarak da adlandirilir.

Bir genomun belli bir bolgesi (s6zgelimi bir gen bolgesi) tizerine molekiiler genetik
arastirmalar yapilmak istendiginde bir biitiin olarak genomla beraber bu bélgenin analizi
muhtemelen mimkiin olamayacaktir. Bunun nedeni organizmaya ait tam bir gen seti
icinde ilgili gene veya DNA boélgesine dogrudan miidahalenin zorlugu ve diploit bir
organizmada ilgili gen bolgesinin interfazdaki bir hiicrede sadece iki kopyasinin
bulunmasidir. Bunun yerine ilgili gen bolgesinin genomdan ayrilip daha kiigtik olan ve bir
hiicrede ¢ok sayida temsil edilen plazmid veya viriis gibi bir vektor DNA molekiiliine
baglanarak incelenmesi daha kolay ve etkili olacaktir. Bir hedef DNA bélgesinin bir vektor
ile birlestirilerek 6zel konak hiicreler icinde cok sayida kopyasini elde etme islemine gen
klonlama denir. Sekil 9.1’de genomik DNA’dan tipik bir gen klonlamanin basamaklari
Ozetlenmistir.

Klonlanan gen bolgesi lizerinde bir ¢ok analiz yapmak miimkiindiir. Bunlardan
bazilar1 asagida 6zetlenmistir.

1. Klonlanan DNA molekiilii restriksiyon endontikleaz tanima bélgelerinin sayisi
ve konumlar1 bakimindan analiz edilebilir. Bunun sonucu olarak o bélge icin
spesifik problar elde edilebilir. (Restriksiyon endoniikleazler, DNA’y1 6zel bir
diziye baglanarak i¢ kisimlardan kesen enzimlerdir)

2. [llgili DNA bolgesindeki genlerin transkripsiyon ve diizenlenme mekanizmalari
incelenebilir.

3. llgili DNA bélgesinin niikleotit dizisi belirlenebilir. DNA bélgelerinin niikleotit
dizilerinin belirlenmesiyle, ilgili DNA molekiilii lizerindeki gen bdlgeleri,
diizenleyici elementler ve hurda DNA bdlgelerinin ntkleotit dizileri
belirlenebilir.

4. Klonlanan genin baz dizisi yonlendirilmis mutasyon yontemiyle degistirilebilir.
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Sekil 9.1: Genomik DNA’dan bir gen boélgesinin klonlanmasinin temel basamaklari.

Rekombinant DNA teknolojisinde ve genel olarak molekiiler genetikte ¢ok 6nemli
ilerlemelere neden olan diger bir teknik de polimeraz zincir reaksiyonu (PCR)’dur. PCR
her iki ucundaki ntikleotit dizisi bilinen veya biiyiik oranda tahmin edilebilen bir DNA
bolgesinin milyarlarca sayida cogaltilmasini (amplifikasyonunu) saglar. Bu yontem
uygulanarak cok yetersiz miktarda mevcut olan DNA 6rneklerinin amplifikasyonu veya
biiyiik bir DNA molekiiliintin belli bir bélgesinin amplifikasyonu saglanabilmektedir.
Ayrica teknik bircok diger rekombinant DNA islemlerine uygulanabilmektedir.

Rekombinant DNA teknolojisinin bir¢ok uygulama alani vardir. Bunlardan bazilari
asagida belirtilmektedir:

1.
2.

Biyolojik mekanizmalarin ve siireglerin analizi.

Insan genetik hastaliklarimin DNA analizleriyle tanisi (restriksiyon fragment boyu
farkliliklar1 -RFLP-, tek niikleotit farklilig1 -SNP- gibi yontemlerle).

Insan genlerinin izolasyonu.

Insan ve diger hedef organizmalarin genomlarimin niikleotit dizilerinin
belirlenmesi.



5. DNA tipleme veya DNA parmak izi yontemiyle polisiye olaylarda ve hukuki
davalarda kanit saglama (RFLP ve degisken sayida pes pese tekrarlar -VNTR- gibi
yontemlerle).

6. Gen tedavi yontemlerinin gelistirilmesi.

7. Ticari tiriinlerin iiretimi (Insan gelisme hormonu ve insiilini, rekombinat agilar,
genetik yapisi degistirilmis bakteriler yardimiyla endiistriyel enzim iiretimi,
zararl atiklarin islenmesi ve bitkileri donma hasarindan koruma gibi).

8. Transgenik bitkiler ve hayvanlar elde etme.

Bunlarin her biri ayrica incelenmesi gereken konular olup burada sadece genomik ve
fonksiyonel genomik arastirmalar anlatilacaktir.

9.2 Genomik

Bazen bilim, beklenenin ¢ok izerinde bir hizla gelisebilmektedir. Bircok kidemli genetikgi,
ilk calismalarina bazi fenotipik analizlerle basladilar. O zamanlar bir organizmanin
genomunun fiziksel ayrintilarinin bir biitiin olarak belirlenmesi hayal bile edilemezdi.
1970’lere gelindiginde gen klonlama, dizileme ve manipiilasyon tekniklerini igeren
rekombinant DNA teknolojisinin gelismesiyle, genlerin molekiiler seviyede analizini
yapmak miimkiin oldu. Bu tarihlerden sonra biiyiik hayaller olarak bir organizmanin, tabii
ki oncelikle insan genomunun tamaminin ntukleotit dizisinin belirlenmesi diisiincesi
gelismeye basladi. Cok gecmeden 1990’h yillarda insan ve diger bazi organizmalarin
genomunun tamaminin dizilenmesi icin genom projeleri uygulamaya konuldu.

Bir genomunun tamamini ¢alismay1 hedef alan arastirma alani genomik olarak
adlandirnlir. Genom arastirmalarinin gelistirilmesi ve hizla tamamlanmasinda, DNA
dizileme tekniklerinin gelistirilmesi ve otomasyonunun katkisi ¢ok biiyiik olmustur.
Blyiik genomlar daha kiiglik ve iist tiste gelen DNA segmentleri halinde klonlanip baz
(ntkleotit) dizisi belirlenir. Sonra hedef gen bdlgeleri belirlenerek bu genlerin
fonksiyonlari analiz edilir (Sekil 9.2).

Siiphesiz bu tip ¢alismalarin ilk basamagini, belli bir hedef genomun tam baz
dizisinin belirlenmesi olusturur. insan genom projesi 1990 yilinda basladiginda 15 yillik
bir sirede tamamlanacag1 diisiiniilmesine ragmen, 13 yilda tamamlanmistir. Bu giin i¢in
gelistirilmis olan etkili dizileme teknikleriyle, bir bakterinin genomu bir giin, bir
mantarinki bir hafta, bir béceginki 1-2 ay ve bir memelininki 1-2 y1l gibi kisa siirelerde
tamamlanabilirdir.

insan genomunun kaba dizisi 2001 y1linda tamamlanmstir. Bir kaba dizi, genomun
tam dizisini icerir. Ancak bu dizi igerisinde bazi hatalarin olmasi muhtemeldir ve bazi
problemli bolgeler mevcut olabilmektedir. Bu kaba dizi sonradan son kalite diziye
dontistiirilir. Son kalite dizide hata oranlar1 en aza indirilmis durumdadir.
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Sekil 9.2: Genomik analizlerin genel seyri.

9.2.1insan genomundan ¢ikarilan bilgiler

Bu giin icin elde edilen genomik bilgi birikiminde biitiin bilgilerin ve sonuglarinin
tartisilmasi siiphesiz ¢ok daha hacimli olacaktir. Dolayisiyla burada bir genomdan elde
edilen bilgiler genis bir sekilde sunulamayacaktir. insan genomundan elde edilen bilgiler
verilecektir. Daha ayrintili bilgilere béltimiin sonunda verilmis ag (web) kaynaklarindan
ulasilabilir.

insan genomu 3 x 109 bp biiyiikliigiindedir ve yaklasik %45’ tekrar dizileri olup
bunlar transposibil elementlerin kalintilaridirlar. Yapilan analizler, bu dizilerin ilkel
transposibil elementlerden (6zellikle retrotranspozonlardan) koken aldiklarini, zamanla
mutasyonlarin birikmesine bagli olarak hareket yeteneklerini kaybettiklerini
gostermektedir. iInsan genomunu olusturan 24 kromozomun biiyiikliikleri ve tagidiklar:
gen sayilar1 Tablo 9.1'de verilmistir. Sekil 9.3’de 18. kromozomu ve tasidig1 bazi genetik
bozukluklara neden olan genler gosterilmektedir.

Genomun c¢ok kiiciik bir parcasi protein kodlayan genlerden yani eksonlardan
meydana gelmistir. Bu oran yaklasik %3’tiir. Eksonlar kiigiik diziler (~150 bp) seklinde,
biiylik diziler (1000 bp->100 000 bp) seklinde bulunan intronlar arasinda yer alir.
Transkriptler ortalama 10 eksondan olusur, ancak ¢ok daha fazla sayida ekson igceren gen
bolgeleri de vardir. Gen sayisinin 20 bin ile 25 bin arasinda oldugunu son yapilan
biyoinformatik analizleri gdstermektedir. Insanda yaklasik 25 000 gen varken bir
nematod solucanda 18 bin, Drosophila’da 13 bin, Saccharomyces’de 6 bin ve verem etkeni
Mycobacterium bakterisinde 4 bin gen vardir. Kompleksligi ile oranlandiginda insandaki
gen sayisinin az oldugu gorilmektedir. Ancak belli bir gen bolgesinin farkh sekilde
splayslanmasiyla (farkli pozisyonlarin intron olarak algilanmasiyla, alternatif
splayslama) belli bir gen bolgesinden farkli 6zelliklerde proteinlerin sentezlenmesi



miumkiin olabilmektedir. Yapilan en son cDNA analizleri, protein kodlayan genlerin %
60’1n1n iki veya daha fazla splays varyantinin oldugunu géstermektedir. Dolayisiyla, insan
genomu, sahip oldugu protein kodlayan gen sayisinin t¢ kati kadar protein kodlama
kapasitesine sahiptir.

Tablo 9.1: Kromozomlarin tasidig1 gen sayilar1 [Wellcome News Supplement Q1:13-23
(2001)] ve baz cifti olarak biiyiikliikleri [Nature 409:860-921 (2001)].

Kromozom Gen Sayisi1 Baz Cifti Kromozom Gen Sayisi Baz Cifti
Kromozom 1 2968 279x 106 Kromozom 13 748 118 x 106
Kromozom 2 2288 251x106 Kromozom 14 1098 107 x 106
Kromozom 3 2032 221x106 Kromozom 15 1122 100 x 106
Kromozom 4 1297 197 x 106 Kromozom 16 1098 104 x 106
Kromozom 5 1643 198x 106 Kromozom 17 1576 88x 106
Kromozom 6 1963 176 x 106 | Kromozom 18 766 86x106
Kromozom 7 1443 163 x106 Kromozom 19 1454 72x106
Kromozom 8 1127 148 x 106 Kromozom 20 927 66 x 106
Kromozom 9 1299 140x 106 Kromozom 21 303 45x106
Kromozom 10 1440 143 x 106 Kromozom 22 288 48 x 106
Kromozom 11 2093 148 x 106 Kromozom X 1184 163 x106
Kromozom 12 1652 142 x 106 Kromozom Y 231 51x106

76 Milyon baz cifti

#€, autosomal dominant
oloprosencephaly
pdult-onset, focal

Parkinson disease, susceptibility to
Glucocorticoid deficiency
Schizophrenia

prder of Streeten Niemann-Pick disease, types C1 and D
5 integration site Epidermolysis bullosa
a-binding protein Synovial sarcoma
europathy, familial Keratosis palmoplantaris striata
floidosis, senile systemic Cholestasis
Carpal tunnel syndrome, familial Osteosarcoma
Pemphigus vulgaris antigen Cone dystrophy
Diabetes mellitus, insulin-dependent Carnosinemia
Pancreatic cancer Protoporphyria, erythropoietic

Polyposis, juvenile intestinal
Leukemia/lymphoma, B-cell

Colorectal cancer

Lymphoma/leukemia, B-cell, variant
Combined factor V and VIII deficiency
Tumor necrosis factor receptor superfamily

Squamous cell carcinoma
Osteolysis, familial expansile
Obesity, autosomal dominant
Paget disease of bone
Methemoglobinemia

Sekil 9.3: Insan 18. kromozomundaki baz1 genetik bozukluklara neden olan genler ve

pozisyonlar. (https://public.ornl.gov/site/gallery/originals/Chrom18.jpg web
kaynagindan alinmistir. 12.02.2012).

Proteinler yapisal ve fonksiyonel ozelliklerine gore familyalar seklinde
gruplandirilabilir. Benzer familyalara ait protein sayisi, genomlar1 belirlenmis diger
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omurgasizlarla karsilastirildiginda insanlarda daha fazladir. Yine protinler farkh veya
koordine gérevler yapan modiiler domain denilen alt yapilara sahiptirler. Insan
proteinleriyle diger organizmalara ait proteinler karsilastirildiginda, insan proteinlerinin
daha fazla modiiler domainlerden olustugu gorilmektedir. Proteinlerin yapisal
benzerliklerinden faydalanarak fonksiyonlarinin belirlenmesine yonelik c¢alismalar
devam etmektedir. Fonksiyonel yapilarin nisbi olarak karsilagtirilabilmesi miimkiinse de
bu giin i¢in birincil amino asit dizilerinin karsilastirilarak fonksiyonlarin belirlenmesi
calismalarinda kat edilmesi gereken 6nemli bir yol vardir. Biitlin protein familyalarinin
li¢ boyutlu yapilarinin ayrintilarini arastiran alan yapisal genomik olarak adlandirilir.

Genetikgiler, yaklasik son 50 yildir gen trtnlerinin ekspresyonu ve etkilesimleri
lzerine calismaktadir. Fakat bu calismalar bir defasinda bir veya bir ka¢ gen ile
yurutilmekte idi. Genomik sayesinde bugiin bir veya birkag¢ genin degil, bir organizmaya
ait bir ¢ok genin veya tamaminin ekspresyon ve etkilesimlerini bir anda incelememiz
mimkiin olmustur. Gen iriinlerinin ekspresyonu ve etkilesimini arastirmak igin
uygulanan bu kiiresel (biitiin olarak hiicreyi kapsayan) calismalar fonksiyonel genomik
olarak adlandirilmaktadir. Fonksiyonel genomik arastirmalarla ilgili diger baz1 kavramlar
da vardir. Bunlar kisaca tanimlanmistir:

Transkriptom: Transkriptlerin dizilerini ve ekspresyon sekillerini (nerede, ne

zaman, ne kadar ekspresyonu yapilacak?) ifade eder.

Proteom: Proteinlerin dizilerini ve ekspresyon sekillerini (nerede, ne zaman, ne

kadar ekspresyonu yapilacak?) ifade eder.

interaktom: Protein ve DNA segmentleri arasindaki, proteinlerle RNA

segmentleri ve proteinlerle proteinler arasindaki biitiin fiziksel etkilesikleri ifade

eder.

Fenom: Genomdaki her bir genin etkilesimi ile olusturulmus biitiin fenotiplerin

tanimlanmasi ¢alismalaridir.

Transkriptom ve interaktomlar mikrosira (microarray) denilen bir teknikle
belirlenir. Bu teknikte miimkiin olan biitiin genlerin belli bolgeleri olan oligoniikleotitler
bir mikroyonga (mikroc¢ip) tzerine tuturulur, boylece bir DNA mikroyonga elde edilir.
Sonra hedef hiicrelerden elde edilmis biitiin RNA molekiillerini iceren karisim bu
mikroyongaya eklenir. RNA molekiillerinin hangi oligoniikleotitlerle hibritlestigi
bilgisayar ortamlarda belirlenip analiz edilir. DNA molekiillerinin prob olarak kullanildig1
bu teknik DNA mikrosira (mikroarray) olarak adlandirilir.

Bu 6zetlerin 6tesinde, insan genom projesinin ve diger organizmalarin genom
projelerinin tarihi gelisimi, hedefleri, sonuclar1 ve toplumsal etkileri hakkinda daha
ayrintil bilgilere asagidaki kaynaklardan ve burada sozii edilmeyen diger bir ¢ok
kaynaktan ulasilabilir.

insan genom projesi giincel bilgiler icin http://www.ncbi.nlm.nih.gov/mapview/ ag

kaynagindan ve diger ag kaynaklarindan ayrintih bilgiye ulasilabilir.
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