bilim
damlalar

GENLERIN MiKROPLARA
ASILANMASI

Dogali daha ancsk on yil olan gen miihen-
disligi, bir genin ait oldugu hiicrenin disinda
gorev yapmasini saglayabiliyor; bir geni bir hiic-
reden bir mikroba aktarabiliyor. Bu olaymn tipta
ve endlstride biiytk Snemi var: insan viicudun-
de gok az yapilan bazi maddeleri arttk mikropla-

ra yaptirmak mimkin olacak. Hicre nucleus'un-

dakl bir DNA zincirinl (kromozomu) bir inci di-
zisine benzetirsek incilerden her biri bir GEN'
dir. Her gen, adenin (A), timin (T), cytosine
(C) ve guanin (G] adi 4 niikleotid bazindan
olugan bir alfabe il= yazilmis bir sifre gibidir.
Bu 4 nikletoid'in gen'de degisik dizilislerl si-
toplazmada dedisik aminoasit siralarini, dolayisi
ile degisik proteinlerin sentezinl saglar. Bu
soyle olur: énce gen DNA'sindaki baz sirasina
uyan bir mRNA (messanger RNA) molekiili ya-
pilir; bu mRNA sitoplazmaya geger ve ribosom’-
larda wygun proteinin sentezini sadlar.

Bir gen sdyle elde edilir: 1 — Genin ve o
gene karsilik olan mRNA'nin en bol oldugu organ
aranir. 2 — Organdan bir 6z (ekstre) hazirla-
narak birbirinden farkli birkag bin mRNA'min bir
kansimi elde edilir. 3 — Revers transkriptaz de-
nen enzim sayesinde (bu enzimin k=sfl 1975'de
H. Temin ve D. Baltimore'a Nobel Odiili kazandir-
mustir) her bir mANA'ya karsilik olan DNA sentez
edilir, bunlara eDNA denir (complementaire
DNA), 4 — cDNA, bakter| mini-kromozomlarina
(hatka bigimi plasmid'ler) dahil edilir. 5 — Plas-
midler kollbasil denen bakterilerin icine sokulur
6 — Istenen cDNA'y: iceren bakteriler fizel tek-
niklerle diger bakterilerden ayrilir.

Ornediin karacier dzinden dnce birkac bin
farkli mRNA ve sonra bunlara karsilik olan bir-
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kag bin cDNA'nin karigum elde edilir (buna
cDNA Bankast denmektedir). Bu kansimdan is-
tedigimiz bir cDNA'y1 ayirmada su kuraldan ya-
rarlaninz; baz siralan benzer olan cDNA zin-
cirleri birbirlerine sarilirlar (hibridizasyon veya
melezlesme olay).

Aradigmmiz cDNA zincirinin baz srasini (ge-
netik kodu) bildigimiz igin, kimyacilara bu si-
raya uyan 14—18 nokleotidiik zincir pargalar
sentez ettirir ve bu pargalari ¢cDNA kangimina
ekleriz. Zincir pargalan, kendilerine uyan cDNA
zincirini bulunca ona sarilir (melezlesme) ve
radyoaktif fosfor igerdiklerinden  bulunduklarn
yerlerde bir fotograf filmini karartirlar. Boylece
aranan cDNA'yi igine almis bakteri kolo-
nilerini digerlerinden ayirt etmis oluruz. Insan
cDNA'sini izole etmek igin bir difer memelinin
ornedin farenin, cDNA'sindan yararlanilir. Me-
meli ¢cDNA’lari birbirine gok benzediginden in-
san ve fare cDNA'lar birbirine sarilir. Yapisi
tam bilinmeyen bir cDNA'yi, ona karsi olustu-
rulan antikor ile tamimak da mimkindir, 1979-
da W. Gilbert ve arkadaslari Harvard Universi-
tesi'nde insan Insillin cDNA'sini bdyle ayirt et
tiler. ¢cDNA'nin taninmasinda bir diger ybntem
de cDNA'nin kendisine karsilik olan mRANA'ya
sanimasidir bundan sonra bu mBNA ayrilir ve
hiicresiz bir sistemde veya bir kurbaja yumur-
tasi Iginde kendine Bzgli proteini yapmasi sag-
lanir. Bu proteinin taninmasi yolu lle cDNA ta-
minmis olur, bu yéntem 1980'de  Cenevre'de
Woeissman ve Tokyo'da Taniguchi tarafindan in-
terferon alfa ve beta cDNA'laninin bulunmasmn-
da kullanibmistir.

Hastaliklarin bir balimi, viicutta yapilmas:
gerekli bir maddenin (hormon vb.) yapilamayisi
sonucudur. Gen Mihendisligi tipta yeni bir ¢idir
agmis bulunuyor, bundan béyle vicutta eksik
olan bir maddeyl laboratuvarda kolibasil'lere
yaptirmak miimkin olacak, daha sonra bu mad-
de hastaya enjekte edilecek. Bu ybntemle ha-
zirlanan Insiilin kullaniimaya baslandi. $u mad-
deler ise halen klintkk deneme safhasindadir:
biytme hormonu (clcelik), Interferon alfa, beta
ve gama (virlis hastaliklart ve kanser), Inter-
16kin 2 (badisiklhk sistem| hastaliklan), plazmi-
nojen aktivatirlerl (pihtimin eritilmesi}, hepatit
B've karsi asi, sifirlarda aft atesine karsi asi,
alfa-1-antitripsin [amfizem), faktdr IX (hemofili
B) faktdr VIl (hemofill A). Omedin alfa-1-antit:
ripsin enziml bir antiproteaz olup protein yikie
enzimlerin (proteaz] etkisini giderir.

Alfa-1-antitripsin’in kalitsal eksikliginde bag-
dokuda elastin'i pargalayan elastaz meydani bos
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bulur, akciger dokusunda elastin tahrip olur, digimiz maddenin sentezini durdurabilir veya bas-

bunun sonucu akcigerlerin  elastikligi azalir,
balonlasmis akciger (amfizem) hastaligi olusur.
Bu gibi hastalara koll bakterilerine yeptinimis
alfa-1-antitripsin verilerek anfizem onlenebilecek-
tir. Kanin normal pihtilasmas: icin gerekli fak-
tir VIl ve IX'un kahtsal eksikligi hemofill
hastaligini yapar, hemofil'll hastalsrda kanama-
lar durdurulamaz, bu gibi hastalara vermek Gze-
re koli bakterilerine faktor VI ve IX “ismarla-
nabilecektir,”

Kolibasil'in halka bigimi plazmidlerine bir in-
san gen'inl (cDNA) eklerken bazn gigliklerin
yenlimesi gerekmektedir. Bu giiglitkler insan ve
bakteri DNA yapilarinin farkli olusundan dog-
maktadir. Bakterinin Insan gen'inin sifresini ¢&-
zebilmesi ve Istenen Oriinli fazla miktarda ya-
pabilmes! Igin, ortama 6zel DNA  pargaciklan
(regillasyon fragmanlan) oklenmektedir. Lambda
bakteriofaji'ndan elde edilen bu parcactklar gun-
lardir: Bncll (promotér) parca (PL), protein
sentez ettirici parca (N), ribosom'lara yapisma
pargasi (CIl). Promotdr, kolibasildeki bir repres-
sbr gen tarafindan susturulmus haldedir (repres-
sbr genler difer bazi genlerin calismasim dur-
duran genlerdir). Bu repressér gen isiya du-
yarlidir (termo-sensibl): 8yle ki 42°C'in Gstiinde
repressdr gen'in etkisi kaybolur ve 8ncll parca
aktive olur, Boylece bakterilerin bOy(taldigd 1sm
42°C"in altinda veya Qstiinde tutmak yolu Ise iste-
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latablliriz. Protein sentez ettirici parga (N), bak-
terinin insan gen'in| degifre edigindeki duraklama-
lari dnler. Cll pargasi, insan cDNA'sinin baktari ri-
bosomlerina badlanmasini saglar. cDNA'nin bir
ucu Cll'ye, bir ucu da bakterinin beta galakto-
sidaz gen'ine baglanir, Artik hazirlik tamamdir.
Bakteri ribosomlar insan ¢DNA'sinin sifresini
cozerek bu cDNA'min emrettii proteini hizla
sentez etmeye baslar. Koli bakterileri artik In-
san aklimin emrindeki minik “shrd'lerdir”. Gorev-
leri Insanin istedidi proteinleri sentez etmek-
tir. Cayirda otlayan ‘kocabas'larin yerinl, Petri
kutularint “'kod"layen “minibas"ler almistr,. =
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