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REKOMBINANT DNA TEKNOLOJisi

RECOMBINANT DNA TECHNOLOGY
Tillay KOCOGLU", Tiilay YALCINKAYA'

Ozet: Rekombinant DNA teknolojisi, genetik rekombinasyon olaylarmm
yapay olarak gerceklestirilmesi esasina dayanan ve arzu edilen herhangi bir
gen ya da iiriiniiniin cogaltilmasm: miimkiin kilan bir yontemdir. Cogaitiimas:
istenen gen once orijinal kromozomdan restriksiyon endoniikleaz enzimi
yardimiyla kesilerek almir ve plazmid ya da faj gibi bir vektére integre edilir,
Sonra bu vektir transformasyon yolayla bir bakteri ya da maya icine sokalur
ve daha sonra bu mikroorganizmalarmm Kkiiltiirii yapilarak istenen gen veya
protein arzu edilen miktariarda elde edilir.

Swmmary: Recombinant DNA technelogy is a method depending on
realization of genetic recombination events artificially. It became possible to
obtain any ordered gene or its product with this method. Before production
step, ordered gene is derived from original chromosome by endonuclease
enzyme and integrated to a vector as a plasmid or a phage. After that this
vector is transformed into a bacterium or a yeast. Then ordered gene or
protein is produced in desired amounts by culturing these microorganisms.

Terminoloji
rDNA: Recombinant DNA
cDNA: Complementer DNA

Restriksiyon endoniikleaz enzimi: DNA’w1 Ozgiil bolgelerden kesen
enzim. Bunlar iginde en ¢ok kullamilanlardan biri E. coli’den elde edilen
EcoRI'drr.

Kimerik plazniid: Yapisina yabanc plazmid sokulmug plazmid, hibrid
plazmid. Chimera, mitolojide insan bagli, aslan, geyik ya da yidan viicatlu
yaratiklara verilen isimdir.

Vektér: rPNAmin bir bakteri ya da maya hilcresine (E. coli, B. subtilis,
S. cerevisia gibi) sokulmasinda kullanitan plazmid, fa] ve bagka viruslar. En
¢ok kullamilan vektér pBR322 plazmididir,

* Anadolu Universitesi, Tip Fakilltesi, Mikrobiyoloji Anabilim Dah.
177




MIKROBIYOLOM BULTENI

Gen klonlanmasi: tIDNA teknolojisiyle elde edilen bir genin bir konak
hiicrede ¢ogaitimasi.

Gen kitapligt veya bankasi: Bir organizmin tlim genomu birbirinden
bagimsiz DNA parcalan halinde konak hiicrelerde klonlanabilir, iste bu
konak hiicre klonlannm tiimiine gen kitaphf adi verilir, Eger insan
kromozomunun tiim genleri bir kitaplkta toplanmak istense, bir genin
vzunlugu 20 kb- kabul edildiginde yaklagik 700.000 klonluk bir kitaplhik
olusacagl hesaplanmgtir (1-3).

REKOMBINANT DNA TEKNOLOJISININ GELiSiMINDE
BAZI KILOMETRE TASLARI

1967  DNA zincirlerini birbirine baglayan DNA iiga-z enzimi izole edildi.

1976 DNA’y1 o6zgiil bolgelerden kesen ilk restriksiyon endoniikieaz
enzimi izole edildi.
1972  DNA ligaz enzimi, restriksiyon endoniikleaz enzimlériyle kesilen

DNA parcalarim birlestirmede kullanildi. Tk tDNA molekiili
Stanford Universitesinde iiretildi.

1973 Yabanct DNA parcalan plazmid DNA’s1 icine sokularak “kimerik
plazmid” elde edildi. Bunun E. coli i¢ine konuldugunda iglevini
korudugu gdsterildi. Herhangi bir genin bakterilerde klonlanabile-
cegi anlagild:.

— Rekombinant DNA galismalanmn potansiyel tehlike tagiyan yeni
mikroorganizmalarin ortaya ¢tkmasina yol acabilecegi konusunda
kamuoyunda ilk endiseler belirmeye basladi.

1974  Belli konulardaki tDNA denemeleri igin diinya capinda bir mora-
- toryum (resmi geciktirme) ilanm igin ¢agr1 yapildi.
1975  ingiltere’de hiikiimet 6zel laboratuvarlarda sDNA calismalarinda
' Onlemler konusunda bir rapor hazirlads.

- Asilomar’da (California) bir uluslararas: toplanti yapilarak rtDNA
denemelerini diizenleyen bir tiiziigiin kabul edilmesi 6nerildi.
Laboratuvar diginda iireyemeyecek giivenli bakteri ve plazmidle-
rin gelistirilmesi ¢agris: yapuldi.

1976 A.B.D’de Ulusal Saghk Enstitisii, tDNA denemelerini birgok
kategoride sinurlayan ilk tiziigi yayunladi. Kamuoyunda bu tiizi-
giin etkili olamayabilecegi konusunda endiseler ortaya ¢ikti. New
York Times Magazine’de yayumlanan bir makalede rDNA aragtir-
malarina Nobel verilmesinin yasaklanmasi 6nerisi ortaya atilds.
Ingiltere’de Genetik Calismalar Damigma Grubu kuruldu.
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REKOMBINANT DNA TEKNOLOJIsI

flk genetik mihendisligi sirketi “Genenthec” San Fransisco’da

kuruldu. Kurulug amaci, tibbi 6nemi olan ilaglarin rDNA teknikleri

kullamlarak dretimiydi,

— Memeli DNA molekiiilerini tasiyan ilk tDNA dretildi.

— Uzun DNA boélimlerinin taban dizilerinin siralamsini hezli bir
sekilde coziimleyecek sistemler gelistirildi.

Hamilton O. Smith, Daniel Nathans ve Werner Arber, restriksiyon

enzimlerinin kegfi ve kullammi konusundaki basardarindan dolayi

Nobel ile adiillendirildiler.

— Somatostatin TDNA teknolojisi ile iiretilen ilk insan hormonu
oldu.

Ulusal Saghk Enstitlisii tiiziiiindeki genel bir yumusama rDNA

cahgmalannda viral DNA’ann da kullammina yol agtr.

~ Malign hiicrelerden elde edilen DNA, bir fare hiicre kiiltiird
susunu transforme etmek igin kullanildi; béylece malign hiicreler-
deki onkogenleri inceleme olanag doguyordu.

Diamond V. Chakrabarty - A.B.D. Anayasa Mahkemesi, mevcut

yasalar gergevesinde rDNA teknolojisinde kullanilacak mikroorga-

nizmalara patent verilebilecegini kararlastirdi. Cohen/Boyer, rDNA

yapiminda kullanacaklart teknoloji igin patent aldilay.

— rDNA kuilanarak insiilin Gretimini amaclayan bir endiistri kurma
galismalart bagladi,

~ 1lk rDNA molekiiliiniin tiretilmesi ve DNA taban dizilerinin
incelenmesinde giichi tekniklerin gelistirilmesi nedeniyle kimya
dalinda cift Nobel verildi (Paul Berg, Walter Gilbert, Frederick
Sanger).

Ik otomatik gen sentezleyicisi pazarlandi.

— Yil sonunda 80°den fazla yeni biyoteknoloji firmasi kuruldu
{Cetus, Genex, Ely Lilly, Biogen ve digerleri).

~ Tlk tDNA sirketi olan Genentech piyasaya hisse senetleri siirdi,
Senetler 20 dakika iginde 35 dolardan 89 dolara firlayan defer
artigina ugrad: ki bu bir Wall Street rekoru idi.

- rDNA molekiillerinin klonlanmasinda E. coli ve mayalann
laboratuvar suglarimn kullanirm Ulusal Saglik Enstitiistiniin tiizii-
ginden muaf kilinds,

— Orak hticreli anemi, DNA’mn restriksiyon enzimleriyle analizleri
yapiimak suretiyle dogum &ncesi tam konulabilen ilk genetik
hastaitk oldu,
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1982  Ulusal Saglik EnstitGsiiniin tizigiinde daha ileri bir yumusama
oldu. Bu mutlak bir yetersizlikten gok goniillii bir yumusama idi.
— Normalin iki kat: agirlikta stiper fareler iretildi. Déllenmis fare

ovumlarina siganlarin klonlanmis biiyiime hormonu geni, indiikle-
nebilir bir fare genine baglanarak enjekte edildi. Sonra bu
ovumlar baska farelere (kiralik anne} reimplante edildi.

— rDNA ile tretilmis olan insan insiilininin kullamm A .B.D. ve
ingiltere’de kabul edilerek “Humulin” adiyla pazarlandi.

— Tlk tDNA hayvan aspisuun (colibacillosis) Avrupa’da kullanim
kabul edildi.

— Hiicrelerine yabana gen katilnusg tiitiin bitkisinde yabanc genin,
Mendel yasalanna uygun sekilde polen ve yumurtalara gegig
gosterdigi bulundu.

— Insan mesane kanser hiicrelerinden bir kanser geni izole edildi ve
E. coli’de klonlandi. Bu kanser geninin taban dizisinin orijinal
karsthgindan bir aminoasitte degisiklife yol acacak kadar farklilik
gosterdigi bulundu.

1985 rDNA ile iiretilmis insan growth hormonu lisans ald.

1986  rDNA ile iiretilmis alfa interferon ve Hepatit B agisi lisans aldi (1-4).

Rekombinasyon (yenibilesim), farkh iki atasal bireyden gelen DNA
segmentlerinden bir yenibilesen (rekombinant) kromozom olugmasi iglemi
olarak tammlanabilir. Bu islem sonunda her iki atasal kromozom Gzerinde
yerlesmis bulunan genlerin yeni bir yap tizerinde bir araya gelmeleri ve yeni
bazi dzelliklere sahip olan bireylerin olugmasi sdzkonusudur. Bu olay dogal
olarak Skaryot ve prokaryotlarda zaman zaman olagelmektedir (3).

Rekombinant DNA teknolojisi, genetik rekombinasyon olaylarmin
yapay olarak gergeklestirilmesi esasina dayanan ve bugiin dev adimlarla
ilerlemektc olan bir gen miithendisligi konusudur. Bu teknoloji ile gesitli
amaglar icin adeta 1smarlama genler ve proteinierin {iretimi mimkiin
olmaktadir. Bu is igin istenen gen orijinal kromozomundan restriksiyon
endoniikleaz enzimleriyle kesilip almmakta ve sonra bir vektbre takihip
konak hiicre icine sokularak gogaltilmaktadir. Yerine gore ya dogrudan
cogattilmis olan bu genler kullanilmakta ya da bunlarin ekspresyonu ile elde
edilen proteinler kullanilmaktadir. Bu teknolojide izlenen deney basamakla-
rn su sekildedir (1, 2, 5):
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1. Cogaltimasi istenen Genin Elde Edilmesi
Bu amagla birkag yontem kullamlabilir.

A) Istenen genin yer aldign kromozom uygun bir restriksiyon endoniik-
leaz enzimiyle parcalanir ve ileride anlatlacag bigimde ilgilenilen gen segilir.
Cesitli mikroorganizmalardan ¢ok sayr ve Ozgilliilkte endoniikleaz enzimi
elde edilmistir (300°den fazla). Endoniikteaz enzimleri DNA'y1, 6-8 taban
ciftinden olusan ve “palindrom” adi verilen 6zgiil bolgelerden keser.
Palindrom, DNA ipliginin 3’ ucundan itibaren okundugunda aym niikleotid-
lerin yer aldigt DNA dizileridir. Asafida EcoRT’in palindromu ve kesi verleri
gosterilmektedir.

¥G{A AT T C¥ doniik] e e
5200 T T A Al G-3 endoniikleazin kesi yeri

Endoniikleaz enzimleri DNA iizerinde iki tiirlii kesi yaparlar. Birincisi
rDNA teknolojisinde en elverigli olani, yapiskan uclar olusturacak sekilde
olan kesilerdir. Bu uglar DNA ligaz enzimiyle kolayca birbirine eklenir,
ikincisi palindromlarin tam ortasindan yapilan ve kor ya da kiint uglar
olusturan kesilerdir. Bu sekilde elde edilen DNA parcalarmin birbirine
eklenmesi daha dogrusu vektére eklenmesi igin dnce bazi islemlerle yapigkan
uclann olusturulmas gerekir. Asagida yapiskan ve kint uglar gdsterilmigtir,

3G|A ATT C¥ YG A A|T T C¥
C T T A A|GTF 55C T TIA A GP¥

3-G- 3-G A A T T C¥%
55«C T T A A s« TT. ' A AGY¥
ve
A AT T C¥%
G-3
yapigkan uglar kiint uglar

Ayn: restriksiyon endonitkleaz enzimiyle kesilmis olan farkli kokenli
DNA pargalari DNA ligaz ile birbirine kolayca eklenir.

Endoniikleaz enzimleri, kendi konak hiicre palindromlarin: kesmezler;
korunma bu bélgelerin metilasyonu ile saglamr.

B) Istenen genler orijinal kromozomdan mekanik yolla 6rnegin soni-
kasyonla elde edilebilir.
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C) Sentetik olarak elde edilebilir. Bir genin kodlamus oldugu proteinin
aminoasit dizisi biliniyorsa o proteinin geni bugiin geligtirilmis olan otomatik
gen sentezleyicilerde sentezlenebilir. Ancak dejenere kodonlar nedeniyle
olabilecek degisiklikler dikkate ahnmalidir.

D) Istenen gene ait mRNA’dan revers transkriptaz enzimi yardimuyla
cDNA (komplementer DNA) elde edilebilir. Cogaltilmas: istenen gene ait
mRNA’nmn bol bulundugu hiicrelerden mRNA elde edilip bu is gerceklestiri-
lir. Ornegin, hemoglobin geni igin eritrositlerden elde edilen mRNA .
kullaniler. Canki bu hitfcredeki mRNA'mn % 90t hemoglobine aittir.

2. Elde Ediien Genin Bir Vektirle Birlegtirilmesi

Bu ig igin daha &nce de belirttigimiz gibi plazmid ya da viruslar kullanilir,
Vektdr olacak plazmidin bakteriden soyutlanabilmesi igin hiicreler sodyum
dodesil siilfat ya da bir bagka deterjanla muamele edilir ve patlatihr. Bazt
bakterilerde plazmid replikasyonu sayisvkromozom replikasyonu oram 1'e
esittir. Bazilarinda ise bu oran cok yiiksektir. Bakteri hiicreleri kloramfeni-
kol ile muameie edilirse kromozom replikasyonu selektif olarak durur ve cok
sayida plazmid elde edilebilir. Vektor olarak kullamlacak plazmidin onun
daha sonra tamnmasint saglayacak bir isaretleyiciye (marker) sahip olmas:
istenir. Bunun icin R plazmidleri kullanihr. Bugiin en ¢ok kullamilan plazmid
olan pBR322, E. coli’ye ait olan bir R plazmididir. Bu plazmid ampisilin ve
tetrasikline direng genlerini tagir.

Plazmide eklenecek olan gen ve plazmid aym restriksiyon endoniikleaz
enzimiyle kesilip DNA ligaz ile birbirine eklenir (Sekil 1).

Vektor olarak kullanian viruslara lambda fajim Ornek olarak verebiliriz,
Burada klonlanacak yabanc DNA’ya yer agmak igin 6nce delesyon yapilir.

3. Vekibriin Kenak Hiicreye Sokulmas: ve Klonlanmas

Kimerik plazmidin konak hiicreye sokulmasi transformasyon yoluyla
olmaktadir. Ornegin, konak hiicre olarak E. coli kullanilacaksa bakteriter
once CaCl, ile muamele edilip permeabl hale petirilir, sonra plazmidle
kangtiriir. Hiicreler 37°C’de 5’ tutularak vektor plazmidi inkorpore etmeye
birakilir. Bundan sonra buyyona aktarilan hiicreler kisa bir siire iginde yeni
kazanmig olduklar: kimerik plazmidin kodladig: tiriinleri ekspresyona hazir
hale gelirler. Hibrid plazmidleri tasiyan bakteriler dzel tarama yontemleriyle
secilirler {Sekil 1).

Vektdr olarak efer faj kullamliyorsa bunlarin hiicreye sokulmalart
transdiiksiyon ve transformasyon olaylarinin bir karigimi olan transfeksiyon
yoluyla olur.
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klonlanmak
istenen gen

plazmid vektor ile
birlestiritir

L direng geni -
l {marker)

kimerik plazmid

sokulup cogaltilir

&
g& konak bakteri hiicresine

transforme olmus hiicre énceden duyarh
oldufu antibiyotigin kondugu besiverinde
tremesiyle ayirdedilir ve gogaltiir

PE &

Sekil 1
Klonlanmak istenen genin plazmid vektire integre edilmesi ve konak hiicrede cogaltilmas:
(1 no’lu kaynaktan almmustir).

4. Klonlanmug Olan Genin istenen Gen Olup Olmadiginn Arastirihnas:

Bu teknolojideki son agama istenen genin ya da diger deyisle klonlanms
olan genin gercekten o gen olup olmadipimin belirlenmesidir. Bunun icin
bircok tarama yontemi gelistirilmistir. Bunlar:

A) Hibridizasyon: Transforme edilmig bakteriler petride tek koloni
olusturacak sekilde tretilir. Sonra koloniler bir nitroselliiloz filtreye transfer
edilir, lizise ugratilir, agiga ¢ikan cift iplikli DNA 151 ile (80-100°C) denatiire
edilmek suretiyle tek iplikli hale getirilir. Daha sonra bunun iizerine elde
ctmeyi @imit ettifimiz gene komplementer, radyoizotop (genellikle P%2) ile
igaretli, piirifiye ve tek iplik haline getirilmis olan probe DNA (kalp DNA)
eklenir. Bu DNA’lar karisimi renatiirasyon kosullart saglanarak hibridizas-
yona birakilir. Bundan sonra filtreler otoradyografik yéntemle incelenerek
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hibridizasyon olup olmadift belirlenir. Efer hibridizasyon olmugsa yani
istenilen genin klonlanmast basanlmigsa transformant bakterilerden olusan
kolonilerin filtreye degdirildikleri yerlerde siyah lekeler olugur. Diger bir
deyisle otoradyografi sonunda filtre tizerinde siyah lekelerin olugtugu
kisimlara karsilik gelen kolonilerdeki bakterilerde transformasyon bagarilt
olmus ve bunlar biinyelerine vektor plazmidi almiglardir. Artik bundan sonra
is bu transforme olmusg bakterilerin istenildigi kadar ¢coaltilmasina gelmigtir.
Konak hiicrede gogaltilan vektdr plazmidierden daha sonra klonlanmis olan
gen tekrar ayni restriksiyon endoniikleaz enzimleriyle koparihr ve kullanima
hazir hale getirilir. Ya da genin {iriinii kiiltiir ve piirifikasyon iglemleriyle elde
edilir (Sekil 2).

transformasyona ugratiinug

A hiicreler plakta tek koloni
o olusturacak sekitde dretilirler

P> 1§aretl1 cDNA (prob) eklenir

- - hibridizasyon @

nitroselliloz filtreye bakseriler Hzise otoradyografik
aktarlirfar ugratiip DNA’lan degerlendirme
denatiire edilir

Sekil 2
Klonlanmig olan genin istenen gen olup olmadifimn aragtiriimasi
(1 no’lu kaynaktan alinmstir).

B) Antibiyotik direng genlerinin aragtinimasi: Bu yolla secim yapilacak-
sa kullamlacak konak hiicrenin, vektor plazmidin tagidifn direng geninden
yoksun olmas gerekir. Eger transformasyon gergeklegmigse bakteriler daha
dnceden duyarh olduklari antibiyotigi igeren besiyerlerine ekildiklerinde
burada iireyebileceklerdir. Direncli koloniler aranan kolonilerdir.

C) immiinolojik yontemler: Istenen protein iriinlerin sentezlendigi
dolayisiyla istenen genle transforme olmusg hiicrelerin segiminde kullanilir.
Burada istenen genin kodladigi protein iriine karsi hazirlanmig ve radyoizo-
topla isaretlenmis antikorlar kullambr. Yukaridaki o6rneklerde oldugu
sekilde transforme olmus kolonilerin oldugu verlerde otoradyografik yon-
temle siyah bolgeler goriiliir.

D) Restriksiyon endoniikleaz analizleri: Burada klonlanmig olan DNA
molekiilleri restriksiyon endoniikleazlan ile kesilip elektroforetik olarak bir
agarozda aynigtinlir. Sonra istenen DNA molekild ile biyiiklik bakimindan
karsilagtirihe.
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REKOMBINANT DNA TEKNOLOJISININ UYGULAMA ALANLARI

1. Eadiistriyel Amach Kuollanimm

Diger yontemlerie elde edilmesi zor ya da pahah olan cesitli tibbi
riinlerin sentezi amaciyla bu teknoloji kullanimaktadir. Somatostatin
(insan biiylime hormonu inhibitérit), bilyime hormonu, insiilin, faktér VIII
ve 1X, interferon, hepatit B asist gibi iiriinler bu teknolojinin yarattifs
harikalardir. E. coli’nin bir litrelik besiyerindeki kiiltiiriinden miligram
diizeyinde insiilin elde edilebilmektedir (5).

Okaryot genlerinin klonlanmasmda bazi gigliikler olmaktadir. Bunlar-
dan biri de prokaryot kromozomlarinda bulunmayan, genler icine verlegmis,
protein sentezine gitmeyen anlamsiz taban dizileridir. Bunlara “intron” adi
verilir. mRNA, DNA'nin kopyasim gikarirken bu bolgeleri de transkripte
eder. Sonra, daha cekirdek icindeyken RNA processing denen bir iglemle bu
kisimlar RNA’nin biinyesinden gikarilir. Prokaryotlarda biyle bir mekaniz-
ma bulunmadig i¢in intron bulunduran genlerin klonlanmas: sonucu istenen
Griinlerin eide edilmesinde giiclikler ortaya c¢ikmaktadir, Her Skaryot
geninde intron bulunmamakla birlikte bircogunda vardir ve degisen sayilar-
dadir. Ornegin, insan alfa ve beta interferonunda hi¢ intron bulunmazken
gama interferonda ii¢ intron bulunmaktadir. Buradaki giicliikler, proges
gecirmis yani intronlarmdan annmig Skaryot mRNA’sin sitoplazmadan elde
edip revers transkriptaz enzimiyle cDNA elde edilerek agttmstir (1, 2).

2. Genetik Hastalklarin Tamsmda Kullanimm

Hibridizasyon, restriksiyon analizi ve bunlarnn bir kartsimu olan Sout-
hern blot gibi teknikler kullamilmak suretiyle cesitli genetik hastaliklar
tanimlanabilmektedir (talasemi, orak hiicreli anemi, fenilketoniiri vd.).
Genetik hastaliklarda prenatal tam ya da tagiyiliin belirlenmesi cok
6nemlidir ve bu teknoloji bu konularda bityiik kolayliklar getirmistir. Ayrica
gen tedavisi (eksik olan genin yerine konmasi) ile ilgili umutlarn artirrustir (1, 3).

3. Mikrobiyolojide Tam Yéntemi Olarak Kullanmm

A) Hibridizasyon Teknigi: Bu teknikle hastalardan ahnan klinik 6roek-
lerde herhangi bir mikroorganizmanin varlif aragtmlabildigi gibi ayrica bu
yéntemle izole edilmig bir mikroorganizmanin ona ézgii bir gen lokusuna
sahip olup olmadif test edilerek tanimlanmas: da miimkiindir. Bundan
bagka cesitli bakteri cinslerinin birbirleriyle akrabaliklart da aragtirtlabilir.

Bu teknigi uygulayabilmek igin dnce arastiniacak mikroorganizmalar-
dan prob DNA’lar elde edilir. Problar radyoizotop ya da biotin-avidin ile
isaretlenir,
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Hastadan alinan drnek bir solid matrikse, drnegin bir filtreve sirtlisr,
Ornekte varolabilecegi diigiiniilen mikroorganizmin DNA’st, denatiirasyon
uygulanarak tek iplikli hale getirilir. Sonra aradifumiz mikroorganizmamn
isaretli ve tek iplikli probu filtre tizerine eklenir, renatirasyona (hibridizas-
von) terkedilir. Efer 6rnekte kuskulamlan mikroorganizma varsa ve prob,
drnegin radyoizotop ile isaretlenmisse, deney sonunda yapilacak otoradyog-
rafide hibridizasyonun oldugu yerlerde filtre izerinde siyah lekeler goriile-
cektir (Sekil 3).

/

— |7

materyal filtreye matervaldeki DNA
strahiir tek iplikli hale getirilir

4 52 @ @ iizerine igaretli
O G;E:Eﬂ; — 2 \;)M prob konur

renatiirasyona birakidarak )
hibridizasyonun olup
olmadifit aragtinlir

Sekil 3
Klinik materyallerde DNA hibridizasyonu ile etken mikroorganizmamn aranmasi
{6 no’lu kaynaktan almmustir).

Eger biotin-avidin isaretleme sistemi kullamlryorsa burada testin okun-
masinda bazi secenekler karsimuza gikar. Biotin DNA ipligine baglandiginda
onun dzelliklerini bozmaz. Avidin de biotine kuvvetle baglanan bir madde-
dir. Avidin ayrica radyoizotoplara, enzimlere (horse-radish peroksidaz,
alkalen fosfataz gibi), florosein ve ferritin gibi elektron yogun isaretleyicilere
baglanabilir. Biotin-avidin bagianmusg olan prob DNA yukaridaki igaretleyici-
lerden biri ile isaretlenip deneye sokulur. Sonucgta hangi isaretleyicisi
kullanilmigsa ona uygun bir sekilde otoradyografik, kolorimetrik, florosko-
pik vb. olarak degerlendirilir. Son zamanlarda bu y&ntemi esas alan birkag
ticari sistem piyasaya siiriilmiistiir. Enzo Pathogem, Enzo Biochem gibi. Bu
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sistemler HSV 1 ve 2, CMV, EBV, Hepatit B, adenovirus ve klamidya
tirlerinin yol agtifz infeksiyonlarin tamlarmda kullamlmaktadir (6).

Hibridizasyon teknigi ayrica klinik 6rneklerde rotavirus, papillomavirus,
mikoplazma ve mikobakterilerin tamimlanmasinda kullamlmaktadir (7, 8).

Ayrica bu teknik, tam giicligli olmamakla birlikte genis kitle taramala-
rinda aym anda birgok érnegin deneye sokulabilmesi bakimindan uygulama
alant bulmustur. P. falciparum ve N. gonorrhoeae bu tiir epidemiyolojik
caligmalara konu olmustur. Uretral eksudalarda prob kullanarak gonokokkal
kriptik plazmid aragturlmig ve bulgularin standart kiiltiir yontemiyle yitksek
oranda paralellik gosterdigi bildirilmistir. Bundan bagka ETEC, toksin geni
probu kullanlarak diski 6rneklerinde direkt olarak aragtinldigi gibi izole
edilen suglarimn identifikasyonunda da bu teknikten yararlamibmustir (7).

B) DNA Profillerinin Cikartlmasi: Son ydlara kadar toplumsal ve
nozokomiyal epidemilerde sorumlu bakterinin identifikasyonunda, biyokim-
yasal incelemeler, serotiplendirme, faj tiplendirmesi, antibiyotik duyarlilik
profillerinin ¢ikariimas: gibi yontemlere bagvuruluyordu. rDNA teknikleri,
salginlarda izole edilen suslarin benzerliklerinin aragtirlmast ve kaynak
taranmasmnda restriksiyon analizi ad: verilen yeni bir secenek sunmugtur. Bu
yontemde, izole edilen bakteri suglanimin plazmid ya da kromozomal
DNA’lan, restriksiyon endoniikleaz enzimleriyle kesilip pargalanmakta ve
agarozda elektroforetik olarak aynstiriimaktacdr. Suslarin olusturdukiar:
elektroforetik patern (ya da bantlar) cesitli yontemlerle goriiniir hale
getirildikten sonra birbirlerine benzerlik yoniinden karsilagtirilmaktadir. Bu
sekilde adeta bakterilerin parmak izleri (fingerprint) alinmaktadiz (9). Bu
yontem V. cholera, ETEC, EHHEC, 8. munchen, S. typhimurium, Klebsiella
pneumoniae, Scrratia marcescens, Pseudomonas tiirleri, L. pneumophila
gibi bakterilerin neden oldugu toplumsal ve nozokomiyal salginlarin epide-
miyolojik incelemelerinde kullamlmigtir (9, 10). .
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