Gen Klonlanmasi ve Klonlama Araclari

Ekonomik agidan degeri olan bir Grinlin Gretiminden sorumlu ge-
nin, bir vektdr araciligiyla bakterilere aktarilarak cogaltiimasi islemi-
ne gen klonlamasi denir.

Restriksiyon enzimleri bakterilerde hicre igine girmis viris DNA’la-
rini keserek etkisiz hale getirmekle gérevli enzimlerdir. Bu enzimle-
rin kesfi rekombinant DNA olusturulmasi ve gen klonlamasi igin ge-
reken makaslar bilim dlinyasina saglamistir.
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Klonlanacak olan genin bakteriye aktariminda aracilik yapan plaz-
mit ya da virUs, vektor olarak adlandiriimaktadir.

Daha 6nceki konulardan da hatirlanacagi gibi plazmitler, bazi bak-
teri trlerinde hicre DNA’sIna ilave olarak bulunan ve onlara extra
ozellikler kazandiran halkasal DNA pargaciklaridir.

Plazmitlerin cogu antibiyotiklere direncle ilgili genetik bilgi tasisa
da, bir plazmit bakteriye daha énce besin olarak kullanamadidi ba-
z1 maddeleri metabolize etme imkani sadlayacak bilgileri de tagiyor
olabilir.

Gen klonlamasi yoluyla bakterilere insan insulini tretme bilgisi ka-
zandinlabilir. Bunun igin yapilmasi gereken ilk is vektdr olarak kul-
lanilacak plazmit ve insan DNA’sinin saf olarak elde edilmesidir.

Bundan sonra yapilacak is, saf halde elde edilmis insan DNA’sI ve
plazmit DNA’sinin yapigkan uglar olusturacak sekilde ayni restrik-
siyon ( kesme ) enzimleri ile kesilmesidir.

Restriksiyon endonukleazlar denen enzim grubu DNA molekulini
belli nukleotid dizilerinden tanima ve bu noktalardan kesme yete-
neginde olan enzimlerdir.
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Burada énemli olan asil nokta plazmit DNA’sI ve insana ait genin
alinacagi DNA’nin ayni tip restriksiyon enzimi ile kesilmesidir.

Ancak bu sekilde iki DNA parcasinda da yapiskan uglar olusturu-

labilir ve iki DNA pargasi sorunsuzca birlestirilebilir.
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Ayni tip restriksiyon enzimi ile kesim sonucu elde edilen yapiskan
uca sahip DNA parcalari ligaz enzimi ile birlestirilip, rekombinant
plazmit DNA’sI elde edilir.

Yapilmasi gereken iglerden siradaki, rekombinant plazmit DNA’sI-
nin bakteriye aktarilmasidir. Bakteriler genel olarak cevrelerindeki
ciplak DNA pargalarini bunyelerine alarak transformasyona ugra-
yabilirler.

Rekombinat plazmit DNA sinin bakterilere aktarilabilmesi igin bak-
terilerin bulundugu ortama yliksek voltajli elektrik akimi verilir ve bu
sayede hucre duvarinda agilan delikler sayesinde gen aktarimi sag-
lanmis olur. Bahsi gecen yontem elektroporasyon olarak isimlen-
dirilir.

Bundan baska DNA kapli kiguk mermilerle hiicreye ates edilmesi
sureci olan biyolistik ve DNA'nin hucre igine enjekte edilmesini
saglayan mikroenjeksiyon yontemleri de hiicrelere DNA aktarimi-

nin alternatif yollarndr.

Bakteriler uygun besiyerlerinde gogalirken ayni zamanda rekombi-
nant DNA’ya sahip plazmitler de cogalmakta ve bu 6zellige sahip
bakteri sayisi gittikge artmaktadir.

Ancak tim bakteriler bu plazmidi almayabileceginden istenilen ge-
ni tagiyan ve tagimayan bakterilerin birbirinden ayriimasi gerekmek-
tedir.

Bu ayrimin yapilmasinda plazmidin bilnyesinde bulunan antibiyo-
tige karsi direng geni kullanilmaktadir.

Ornegin rekombinant DNA iretiminde kullanilan plazmit, amphici-
lin antibiyotigine direng genini de Uzerinde bulunduruyorsa bakte-
rilerin cogaldidi ortama bu antibiyotik eklenerek plazmiti biinyesi-
ne almayana bakterilerin éldirilmesi saglanabilir.

Bu uygulamanin sonucunda elimizde sadece istedigimiz geni biin-
yesine almig olan bakteriler kalir ve ilgili genin Grini bu bakteriler
tarafindan uretilmeye baslanir.

Bu yolla, blyime hormonu, insilin, kalp krizi esnasinda olusacak
pihtilari ¢bzen proteinler ya da deterjanlarda kullanilan enzimler
bakterilere ekonomik yoldan ve bol miktarda Urettirilebilmektedir.
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Canlilarda Klonlama

Cok hiicreli organizmalardan alinan tek bir somatik hiicrenin gene-
tik bilgisi kullanilarak kalitsal yapi olarak birbirinin aynisi olan orga-
nizmalarin dretilmesi olayina klonlama, klonlama sureciyle olustu-
rulan organizmaya ise klon canli adi verilir.

Bitkilerde Klonlama

Bitkilerde klonlama bir cesit vejetatif Greme olarak degerlendirilebi-
lir.
Canlidan alinan diploid hiicrelerin gelistiriimesiyle kalitsal olarak ata

bitkiyle ve birbirleriyle ayni olan yeni bireyler elde edilebilmektedir.
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Bu sekilde istenen 6zelliklere sahip genetik varyasyon korunmus
olur.

Gen klonlamasi yoluyla bitkilere daha énce sahip olmadiklar 6zel-
likler de kazandirilabilmektedir. Bitkilere gen aktariminda plazmiti-
ni dogal olarak bitki hiicresine aktarma yeteneginde olan Agroba-
cterium tumefaciens ( Rhizobium radiobacter ) bakterisi araci ola-
rak kullaniimaktadir. Bu bakteri bitkilerin cogunda genetik bilgi ak-
tararak tag uru denen bir timor olusturmaktadir.
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Bu metodun baslangicinda Agrobacterium tumefaciens bakterisi-
nin vektdr olarak kullanilacak plazmidine béceklere direng geni ve
antibiyotik diren¢ geni birlikte aktarilir. Daha sonra gen aktarimi ya-
pilacak bitkinin yapragi kesilerek yaralanmis olan bélgeye bakteri
bulastirilir.

Sonrasinda bakterinin gen aktarimi yaptigi ve yapmadigi hicrele-
rin birbirinden ayrilabilmesi icin ortama antibiyotik eklenir.

Gen aktariminin saglandidi bitki hiicreleri bdceklere direng geni ile
birlikte antibiyotik diren¢ genini de aldiklarindan ortama antibiyotik
eklenmesinden etkilenmezler.

Canli kalan hiicreler, kultir ortaminda gogaltilarak istenen 6zellige
sahip yeni bitkiler yetigtiriimis olur. ( Transgenik bitki )
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Genetidi degistirilmis
yeni bitkiler

Yeni geligen bitkiler
antibiyotige ve bacede
karg direng genleri tasir.

Bitkilere gen aktarimi sureciyle,

* besleyici de@eri ve verimliligi yuksek ( yag kalitesi yuksek ),
* gec olgunlasan ve raf 6mrU uzun,

* tanm ilaglarina ve bdceklere direncli,

e biyoyakit retimi icin uygun,

* sicada - sogugda toleransi ylksek,

* eczacllik icin gereken maddeleri bol miktarda Uretebilen

bireyler elde edilmeye calisiimaktadir.
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Hayvanlarda Klonlama

Hayvanlarda klonlama galismalari 1997 yilinda Dolly’nin dogumuy-
la birlikte kamuoyunun dikkatini cekmis olsa da bu galismalar ¢ok
eskilere dayanmaktadir.

Ornegin ilk iribasin (kurbaga ) klonlanmasi 1952 yilinda basarilmis-
tir. Burada belirli bir kademeye kadar ilerlemis olan kurbaga emb-
riyosundan alinan diploid bir hiicreye ait cekirdek, cekirdegdi gika-
rilmig bir kurbaga yumurtasina aktarilarak gelisimine devam etme-
si saglanmisg ve klon bir kurbaga elde edilmistir.
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Hal béyle olsa da 1997 yilinda ingiltere’deki Roslin Universitesi’n-

den lan VILMUT ve arkadaslarinin koyun klonladiklarini agiklama-
lart memeli bir canlinin klonlanmasinin bagariimasi sebebiyle dik-
katleri cekmigtir. Dolly, 2003 yilinda akciger timériinden dolay: 6te-
nazi edilmigtir.

Hayvanlarda klonlama,

* Kok hicre galismalarinda kullanmak Uzere hiicre saglamak
* Kok hucreleri iyilestirme amaciyla kullanmak

¢ Soyu tikenme tehdidiyle karsi karsiya olan tlrleri korumak
¢ Soyu tikenmis canlilarin tekrar yasama déndudriimesi

+ insan antikorlarinin bol miktarda dretilmesi

+ insan siitiine benzer st dretimi

* Gen silerek genlerin gorevlerini 6grenmek

gibi amaclarla kullanilabilir.

Hayvanlarda klonlamanin mekanizmasini, Dolly’nin olugma sureci
Uzerinden anlamaya c¢alisabiliriz. Dolly’nin olugsma surecinde ger-
ceklesen olaylar su sekilde siralanabilir.

Ergin bir koyunun memesinden bir hiicre alinir.

Bu hicre, alindigi canliy1 yeniden olusturabilecek tim genetik bil-
giye sahiptir.

Ancak hiicredeki DNA Uzerindeki tim genler aktif durumda olma-
yip sadece ilgili hiicre tipinin ihtiya¢ duyacagi genler aktiftir.




Zigotta tim genler aktif iken embriyonik gelisimle birlikte farklilasan
hlcrelerde bazi gen bolgeleri hicrenin faaliyetleriyle uyumlu ola-
rak kapatiimaktadir.

Sadece bazi gen bélgeleri aktif olan meme hiicresi, besin bakimin-
dan fakir bir ortama konarak hticre déngtsu durdurulur ve hiicre
tum gen bolgelerinin aktif oldugu G, evresine gegirilir. G, evresin-
deki hiicrenin gekirdegi ¢ikarilir.

Bu esnada baska bir koyundan alinan haploid yumurta hlicresinin
cekirdegi cikarilir.

ilk koyundan alinan meme hiicresinin gekirdegi, gekirdegi cikaril-
mis yumurta hiicresi igerisine yerlestirilir ve elektrik akimi yardimiy-
la kaynasmalari saglanir. Hiicre bélinmesi igin uyarilir.

Mitoz bélinmeler sonucu olusan embriyo, tasiyici anne olarak gé-
rev yapacak ug¢ulnci bir koyunun rahmine yerlestirilir ve gelismesi
saglanir.

Normal gebelik slresinin sonunda genetik materyalini birinci koyu-
nun meme hucresinden alan klon bir canli meydana gelir.
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Klonlama calismalarindan insanlar agisindan umulan temel fayda
embriyonik kék hiicreler olusturmaktir. Vicuttaki tim doku ve or-
ganlara dénisebilme yeteneginde olan bu hucrelerin olusturulma-
si yetiskin bireylerin karsilastiklar saglk sorunlarini gézmede bir
umut 15131 olarak durmaktadir. Ancak heniiz kdk hicrelerin hangi
sartlar altinda hangi doku ya da organa dénustyor oldugunun bi-
linmemesi, bunun yani sira bu amacla uretilecek embriyonun ya-
sam hakkinin elinden alinmasi gibi dikkate deger etik kaygilar bi-
lim dunyasini mesgul etmektedir.

Rekombinant DNA teknolojisi kullanilarak hayvan tirlerine farkh
dzellikler kazandirmak ta mimkandiir. Ornegin insan blyiime hor-
monu salgilanmasindan sorumlu gen bdlgesi farelere aktarilarak
normalden daha iri fareler tretilmistir.

Gen aktarimi sonucunda kendisinde daha énce mevcut olmayan
Ozellikleri kazanmis canlilara transgenik ya da genetigi degisti-
rilmis organizma denmektedir.
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