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calisan bir grup arastirmact DNA
dizileri iiretmek i¢in yeni bir yontem
gelistirdi. Dr. Sebastian Palluk,

Dr. Daniel Arlow ve arkadaslarinin
Prof. Dr. Jay Keasling onderliginde
yaptiklart arastirmanin sonuglart

liretmek
icin yeni hir
yontem
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DNA kisaca A, G, C ve T olarak
adlandirilan dort tir nikleotid
iceren bir ikili sarmaldir. Bilim in-
sanlarinin 1970’lerden beri DNA
sentezlemek icin kullandigi gele-
neksel yontem, DNA'yI olusturan
nikleotidlerin oligontkleotid ya
da kisaca oligo olarak adlandiri-
lan bir zincire tek tek eklenmesine
dayaniyor. Zehirli organik mad-
delerin kullanildigi bu yontem
hem ¢ok yavas hem de hata orani
gorece yiksek oldugu icin ancak
200 ya da daha az nikleotid ice-
ren DNA dizilerinin Gretilmesine
imkan veriyor. Binlerce nikleotid
iceren genleri bu yontemle Uret-
mekse neredeyse imkansiz.
organizmalar, DNAYyI
laboratuvar ortaminda kullanilan
geleneksel yontemden ¢ok daha
farkli bir bicimde uretir. Polimeraz
olarak adlandirilan enzimler, bir
DNA iplikgigindeki bilgileri okur
ve bu iplikcikle eslesecek DNA di-
zisini sentezler.

Bilim insanlari uzun yillardir
polimerazlar kullanarak DNA di-
zileri sentezlemek igin galismalar
yaplyor.

Arastirmacilarin ozellikle tize-
rineodaklandigibirenzimvar: TdT.
Bu durumun sebebi, TdT’nin, di-
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ger polimerazlarin aksine, DNA'ya
yeni nikleotidler eklemek icin bir
iplikgige ihtiya¢c duymamasi.
Dogal TdT enzimi, bagisiklik
sisteminin 6nemli bir parcasidir.
Viicuda giren yabanci maddelerle
savasan antikorlar, TdT tarafindan
tretilen milyonlarca cesit gen ara-
sindan en yararhlarini segerler.

Nature Biotechnology’de
yayunlandt.

TdT’nin laboratuvar ortamin-
da DNA sentezlemek igin kulla-
bir
engel var. Arastirmacilar, belirli
bir DNA dizisini tGiretmek isterler.
TdT ise DNA dizilerine rastgele
nikleotidler ekler. TdT kullanarak
arzu edilen DNA dizilerini sentez-
leyebilmek icin TdT’nin oligoya

nilmasinin  oniinde onemli



her seferinde dogru tiirde sade-
ce bir adet nikleotid eklemesini
saglamak gerekiyor. Prof. Dr. Jay
Keasling’in laboratuvarinda cali-
san Dr. Sebastian Palluk, bu ama-
ca ulasmak igin, ilk olarak ntikleo-
tidlere TdT’ye “dur emri” verecek
kimyasal gruplar eklemis. Boylece
oligoya bir modifiye niikleotid ek-
lendikten sonra sentezin durmasi
saglaniyor. Daha sonra oligo ayris-
tirlliyor, yikaniyor ve TdT’ye dur
emri veren kimyasal grup oligo-
dan cikarilyor. Arastirmacilar bu
yontemin yeteri kadar iyi calisma-
digini soyltyorlar. Her bir modifi-
ye niikleotidin oligoya eklenmesi
yaklasik bir saat stirtiyor ki bu stire
herhangi bir pratik uygulama icin
¢ok uzun.

Arastirmacilar, denedikleri ilk
teknigin yeteri kadar iyi sonug
vermemesi nedeniyle Dr. Daniel
Arlow’un da katkilariyla yeni bir
teknik gelistirmisler. Bu teknikte,
baslangicta her bir nukleotid igin
ayri bir havuz olusturuluyor. Her
bir havuzda TdT’ye baglanmis
halde A, G, C veya T niikleotidleri
var. Oligoyu blyttmek i¢in havuz-
larin birinden niikleotid ekleniyor.
TdT nikleotidi oligoya ekledikten
sonra baglanmis halde kaldigi igin
oligoya baska niikleotidler eklen-
mesini ve biiylimesini engelliyor.
Daha sonra oligo ayristiriliyor
ve bagh TdT koparilip ortamdan
uzaklastiriliyor. Bu sekilde her se-
ferinde sadece bir tane nikleotid
eklenerek oligo buyitulebiliyor.
Su an icin bu yontemle sadece 10
niikleotid iceren oligolar sentezle-
nebilmis. Binlerce nukleotid ice-
ren DNA dizilerinin bu yontemle
sentezlenebilmesi icinse hala asil-
masi gereken sorunlar oldugu be-
lirtiliyor. Su ani¢in bu yontem %98
dogrulukla arzu edilen DNA dizi-
lerini sentezlemeye imkan veriyor.

Her ne kadar ilk bakista hayli
yuksek goriinse de bu dogruluk
degeri binlerce nikleotid iceren
DNA dizileri sentezlemek igin ye-
terli degil. Ornegin 1000 niikleotid
iceren bir oligo sentezleyebilmek
icin en azindan %99,9 dogruluk
seviyesine ulasilmasi gerekiyor.
Bu yontemde yeni niikleotidlerin
oligoya eklenmesi 10-20 saniye
kadar, bagh TdT’lerin koparilip
ortamdan uzaklastirilmasiysa bir
dakika kadar surtyor. Dolayisiyla
arzu edilen dogruluk seviyesine
ulasilmasi durumunda 1000 niik-
leotid iceren bir genin sadece bir
gin icinde dretilmesi mimkin
hale gelebilir.
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