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Rekombinant DNA nedir? 
• Farklı biyolojik kaynaklardan oluşturularak birleştirilen, 

doğada birlikte bulunmayan DNA molekülleri 
anlamına gelir. 

• Rekombinant DNA molekülleri rekombinanat DNA 
teknolojileri ile yapılır.  



Rekombinant DNA 3 
şekilde yapılır 

• Transformasyon: 
• Öncelikle vektöre eklenecek DNA parçası seçilir. 

İkinci olarak restriksiyon enzimleri ile bu parça 
kesilir. Ardından DNA ligaz ile birlikte DNA vektör 
içine eklenir. Vektör genellikle bir antibiyotik 
markırı içerir ki su sayede bu antibiyotiğe maruz 
kalındığında vektörlü host yaşarken vektörsüz host 
ölür.  
 
Vektörün konakçı içine yerleştirilmesi işlemine 
transformasyon işlemi denir. En çok kullanılan 
konakçı hücre E. Coli. E.coli içine seçici markırları 
içeren vektörlerin yerleştirilmesi sayesinde  
transforme hücreler transforme olmamış hücrelerden 
ayrılır.  





 Bakteriyel olmayan Transformasyon 
Bu işlem bir öncekine çok benzer. Tek farklılık bakteriyel olmayan 
transformasonda konakçı olarak E.coli gibi bir bakteri kullanılmaz.  
 
    mikroenjeksiyonda, DNA doğrudan transforme edilecek hücrenin çekirdeğine 
enjekte edilir.  

      biolistiklerde, konakçı hücre DNA kaplı tungsten veya altın partiküller gibi 
mikroprojektiller ile bombardıman edilir.  

 
Faj girişi ile 
Faj girişi transformasyona eş bir transfeksiyon işlemidir.  

 Tek farklılık bakteri yerine fajlar kullanılır.  
Bu anlamda lambda veya MI3 fajları  

 rekombinanatları  
 üretmek için kullanılırlar.  

 
 



Bir rekombinant ürünün 
yapım aşamaları 

• 1. DNA’nın izolasyonu ve saflaştırılması 
• 2. Restriksiyon enzimleri ile küçük oligonükleotid 

fragmanlarının oluşturulması 
• 3. Fragmanların vektör içine yerleştirilmesi 
• 4. Vektörün konakçıya yerleştirilmesi 
• 5. Konakçı replikasyonu gerçekleştirerek istenilen 

ürün yeni nesillere geçer 
• 6. Klonlanan ürünün eldesi ve analizi 

 









Restriksiyon enzimleri 
• Restriksiyon enzimleri spesifik tanıma bölgelerinden 

DNA’ya bağlanır 
• Konakçı hücre kendi DNA’sını metilasyon sayesinde 

korur. 







Restriksiyon enzimlerinin 
özellikleri 

 
İzole edildikleri bakterinin adını alırlar 
 Örneğin  EcoRI = E. Coli esheria coli!den izole 
edilmiştir 
•Küt (Blunt) & Yapışkan (Staggered Cuts) uçlar 
• SmaI = Küt uç 
• EcoRI = Yapışkan uç(leaves a 5’overhang) 
• PstI = Yapışkan uç(leaves a 3’overhang) 

 
•DNA ligasyonu = Eğer uygun yapışkan iki uç varsa 
uçlar yapışır ve DNA ligaz iki DNA molekülü arasında 
fosfodiester bağı oluşturarak bu uçları yapıştırır.  









Vektör Tipleri 
 
1. Plazmid (5-10kb) 
2. Bakterifajlar (10-40kb) 
3. Kosmidler (50kb) 
4. BACs, YACs (300-1000kb) 

Klonlama vektörleri  şunları içermeli 





1. Klonlama için kullanılacak olan plazmidler 

birkaç uygun restriksiyon alanı içermelidirler 





2. Bakteriyofajlar 



3. kosmidler: bakteriyofaj ve plazmid parçalarının 

birleştirilmeleriyle oluşturulmuştur 



4. Yapay kromozomlar, 
BACs ve YACs 



Moleküler teknikler 
• RFLP 
• PCR 
• DNA Dizileme 
• Hibridizasyon 
• Genetik mühendisliği 



RFLP 
• DNA fragmanlarındaki değişiklikler restriksiyon 

enzimleri ile kesilerek üretilir. 
• Restriksiyon haritalaması: Bir restriksiyon haritası klon 

DNA segmentinde restriksiyon alanlarının birbirine 
uzaklığını, dizilişini ve sayısını saptar. 
 



Rekombinant DNA teknolojisinde 
kullanılan diğer yöntemler 

• DNA nukleotid dizisinin hızlı bir şekilde 
saptanması 
o Enzimatik Yöntem (Sanger Yöntemi 
o Kimyasal yöntem (Maxam-Gilbert 

Yöntemi) 



DNA dizileme Yöntemi 

• 1976-1977'de Harvard Üniversitesi'nden Allan 
Maxam and Walter Gilbert, DNA'nın kimyasal 
modifikasyonu ve ardından onun spesifik 
bazlarda kesilmesi esasına dayanan bir DNA 
dizileme yöntemi geliştirdi. 

• Bu yöntem DNA'nın 5' ucunun radyoaktif 
olarak işaretlenmesini (gamma-32P ATP) ve 
sonra dizilenecek DNA parçasının 
saflaştırılmasını gerektirir. Dört farklı kimyasal 
reaksiyonda (G, A+G, C, C+T) uygulanan 
kimyasal işlemlerle, moleküllerin ufak bir 
kısmında, DNA'yı oluşturan dört nükleotid 
bazdan biri veya ikisinde kesikler meydana 
gelir. 



• Zincir sonlandırma yöntemi (veya Sanger yöntemi, onu 
geliştiren Frederick Sanger'e atfen) Maxam ve Gilbert 
yöntemine kıyasla daha verimli olduğu, daha az toksik 
kimyasal ve radyoaktivite gerektirdiği için kısa sürede hızla 
yaygınlaştı. Sanger yönteminin ana ilkesi zincir sonladırıcı olarak 
dideoksinükleotit trifosfatlar (ddNTP'ler) kullanılmasıdır. 



• Nukleik asid hibridizasyonu 
o Southern transferi. DNA hibridizasyonu 
o Nouthern transferi: RNA hibridizasyonu 



• Genetik Mühendisliği, 
 

o Trangenik bitkiler ve hayvanlar üretmek 
• Transgen: Yabancı Gen 
• Transgenik: Yabancı geni taşıyan organizma 

o Transgenik model oluşturmak 
 Hücrelere yeni gen nakli ile farklı özellikler taşıyan 

oranizmaların üretilmesi 
 



Transgenik hayvan oluşturma yöntemleri 

1. Döllenmiş yumurtaya gen 
transferi iletransgenik hayvan 
üretimi 

 
2. Embriyogenik kök hücrelerine gen 

transferi ile transgenik hayvan 
üretimi 



Rekombinant DNA teknolojisinin biyomedikal önemi 
 
• Prenatal tanı (Beta Talessemi) 
• Birçok hastalığın moleküler seviyedeki patolojik tanıları, Diabet, 

Alzheimer vb. 
• Genetik hastalıkların moleküler nedeni (Kalıtsal meme kanseri 

vb.) 
• Kanser teşhisi (onkogenler, mutant genler) 
• Rekombinant farmasötik ürünlerin üretimi (biyoteknoloji 

çalışmaları) 
o Aşı üretimi 
o Pıhtılaşma faktörlerinin üretimi 
o İnsülin üretimi 

• Gen terapi 
• Viral ve bakteriyal enfeksiyonlarda patojenin tespiti (Hepatit 

virüsü v.b.) 
• Adli tıpta suçlunun tayini, babalık tayini 
• DNA çipleri 
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