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Özet 

Genetik bilgi aktarımı ve DNA’nın keşfi ile ilgili ilk çalışmaların üzerinden geçen süre 150 yılı aşmıştır. 

Bir cerrahi bandajdaki lökositlerin çekirdeğinde bulunan ve başlangıçta nüklein olarak adlandırılan bir madde 

üzerindeki çalışmalar DNA’nın keşfi ile sonuçlanırken, her bir araştırmacı veya araştırma ekibinin eklediği yeni 

keşiflerle zincir halkaları gibi uzayan bilgi birikimi (telahuk-u efkar) günümüz tıbbının en önemli araçlarından 

olan birçok moleküler tanı yönteminin geliştirilmesine öncülük etmiştir. Nükleik asitlerin üç boyutlu yapısının 

tanımlanmasından sonraki 20 yıl içerisinde DNA replikasyon mekanizmaları, transkripsiyonun temel 

parametreleri ve protein senteziyle sonuçlanan translasyon aşamaları ayrıntılarıyla tanımlanmıştır. Bu temel 

bilgiler nükleik asitlerin saptanması, çoğaltılması, in-vitro sentezi ve klonlanması gibi manipülatif 

uygulamalarda kullanılan yöntemlerin geliştirilmesi süreçlerine öncülük etmiştir. Bir lökosit çekirdeğinde 

DNA’nın ilk fark edilmesinden yüz yıl sonra geliştirilen dizi analizi teknikleri ile insan genom projesi kapsamında 

bir hücreden bir kütüphaneyi dolduran genomik bilgi dizisi çıkarılmıştır. Araştırmacılara çok sayıda Nobel ödülü 

kazandıran bu süreçlerin sonrasında bilinmeyen mikroorganizmalar keşfedilmiş, gen susturulması ve klonlama 

çalışmaları yapılmış ve rekombinan gen teknolojisinin sunduğu tekniklerle sayısız biyomolekülün in-vitro 

üretimi mümkün hale gelmiştir. Yeni moleküler tekniklerinin geliştirilmesi tıp, biyoloji ve veterinerlikte tanı, 

tedavi ve gen teknolojisi alanlarında bilim insanlarına yeni pencereler açılmıştır. Bu makalede günümüzde 

kullanılan moleküler biyoloji tekniklerinin öncüleri niteliğindeki ilk çalışmaların ve zorlu süreçlerin sonunda 

ulaşılan tarihi keşiflerin hikayeleri özetlenmiştir.  

Anahtar kelimeler: DNA, RNA, Sekanslama, Klonlama, Genetik. 

 

Abstract 

The time elapsed since the first studies on genetic information transfer and the discovery of DNA has 

exceeded 150 years. While studies on a substance that was originally called nuclein in the core of leukocytes 

in a surgical bandage resulted in the discovery of DNA, the knowledge of humanity has extended as chain 
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rings with the new discoveries added by each researcher or research team and has led to the development of 

many molecular diagnostic methods, one of the most important tools of today's medicine. DNA replication 

mechanisms, basic parameters of transcription and translation stages that result in protein synthesis are 

described in detail within 20 years after the definition of the three-dimensional structure of nucleic acids. This 

basic information pioneered the development of methods used in manipulative applications such as the 

detection, replication, in-vitro synthesis and cloning of nucleic acids. The genomic information filling a library 

from a cell was derived by using sequence analysis techniques, developed a hundred years after the first 

detection of DNA in a leukocyte nucleus, within the scope of the human genome project. After these processes, 

which gave researchers many Nobel prizes, unknown microorganisms were discovered, gene silencing and 

cloning studies were performed, and in-vitro production of numerous biomolecules has become possible with 

the techniques offered by recombinant gene technology. The development of new molecular techniques opens 

new windows for scientists for diagnosis, treatment and gene technology in the fields of medicine, biology and 

veterinary medicine. This article summarizes the stories of the earliest studies and pioneers of molecular 

biology techniques used today and the great discoveries reached at the end of the difficult processes. 

Keywords: DNA, RNA, Sequencing, Cloning, Genetics. 

 

Giriş 

Gregor Johann Mendel'in 1865 yılında kalıtım 

kanunlarını formüle etmesi klasik genetiğin 

başlangıcı olarak kabul edilir [1]. Friedrich 

Miescher'in 1869 yılında deoksiribonükleik asit 

(DNA) varlığını keşfetmesi ve sonrasında yaptığı 

araştırmalar ise moleküler biyolojinin başlangıcı 

olarak kabul edilebilir [2]. Bu iki keşif neredeyse 

aynı yıllarda yapılmış ve ilginç olarak her iki 

alanda yapılan araştırmalar bir paralellik 

göstermiştir. Bu makalede daha çok Miescher'in 

keşfi üzerinden devam eden ve moleküler 

tekniklerin gelişmesine öncülük eden çalışmalara 

değinilecektir. Avery ve arkadaşlarının [3] 1944 

yılında genetik bilginin DNA ile taşındığını 

kanıtlaması ve DNA'nın kalıtımdaki rolünü 

göstermesiyle moleküler biyoloji ve genetik 

araştırmaları birbirine yakınlaşarak birlikte devam 

etmiştir (Şekil 1). Bu derlemede, günümüzde 

moleküler biyoloji ve genetik alanlarında yaygın 

olarak kullanılan modern tekniklerin gelişim 

sürecinde her biri birer dönüm noktası niteliğinde 

olan bilimsel keşiflerin aslında sayısız araştırma ve 

fikrin birbirine eklenmesiyle ortaya çıktığını ve 

bugün her birimize sayısız faydaları sunan bu 

araçların aslında insanlığın birlikte gösterdiği 

çabalarla büyüyüp geliştiğini ve insanlığın ortak 

malı olduğunu vurgulamak amaçlanmıştır. 

 

 
 

Şekil 1. Nükleik asitlerle ilgili ilk çalışmalardan günümüzde kullanılan modern tekniklere kadar uzanan 150 yılı 

aşan tarihi süreç [1-18]. Moleküler teknikler yüksek bir nizam ve hassas bir ölçüye dayanan DNA, RNA ve 

proteinler arasındaki etkileşimler ve bu etkileşimlerin düzenlenme mekanizmaları üzerine inşa edilmiştir. 
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DNA'nın Keşfi ve Yapısının Tanımlanması 

Felix Hoppe-Seyler laboratuvarında 

(Tübingen Üniversitesi) çalışan İsviçreli genç 

hekim Friedrich Miescher 1869 yılı kışında bir 

cerrahi bandajdaki püyde bulunan lökositlerin 

kimyasal kompozisyonu üzerinde mikroskobik 

araştırmalar yaparken hücre çekirdeğinde 

bulunan bir madde dikkatini çekmiştir [2]. 

Miescher daha sonra bu maddenin protein veya 

lipit yapıda olmadığını ve bol miktarda fosfor 

içerirken sülfür içermediğini ve daha başka 

özelliklerini ortaya koyarak, bulduğu şeyin yeni bir 

madde olduğu kanaatine varmış ve hücre 

çekirdeklerinde yerleşmiş olan bu maddeyi 

"nüklein" olarak adlandırmıştır [2]. Sonrasında 

Miescher yeni bir madde bulduğunu ve onu 

"nüklein" olarak adlandırdığını bildiren bir makale 

yazmış ve Hoppe-Seyler'e sunmuştur. Hoppe-

Seyler Miescher'in yaptığı deneyleri tekrarlamak 

için bu yazıları iki yıl kadar bekletmiş ve bu bilgileri 

doğruladıktan sonra Miescher'in püy hücreleri ve 

yumurta sarısında nüklein ile ilgili yaptığı 

çalışmaları 1871 yılında yayımlamıştır [2,19]. 

Derginin aynı baskısında Hoppe-Seyler ve 

öğrencilerinin çekirdekli kuş ve yılan 

eritrositlerinde ve maya hücrelerinde nükleini 

izole ettiklerine dair çalışmalar da yayımlanmıştır 

[20,21]. Sonraki yıllarda çekirdeksiz olan 

prokaryotlarda da nükleik asitlerin varlığı 

gösterilmiştir [2]. Miescher 1871’de tuz-benzeri 

bir protein ile kombine olması dışında 

lökositlerdekine benzer özellikleri olan nükleini 

somon sperm hücrelerinden saf olarak izole 

ettiğini bildirmiş ve bulduğu bu yeni proteini ise 

"protamin" olarak adlandırmıştır (günümüzde de 

aynı isimle anılmaktadır) [22]. Miescher 1871-73 

yılları arasında yaptığı sonraki çalışmalarında 

nükleini boğa, kurbağa ve sazan balığı gibi türlerin 

sperm hücre çekirdeklerinden de izole etmiştir 

[2]. Bu çalışmalar Hoppe-Seyler laboratuvarında 

çalışan diğer bir araştırmacı olan Albrecht 

Kossel'in gelecekteki çalışmalarına ışık tutmuştur. 

Kossel 1878'de maya hücrelerinde nüklein üzerine 

yaptığı çalışmaları içeren ilk makalesini 

yayımlarken, bir yıl kadar sonra nükleinin non-

protein komponentini izole ettiğine ve ksantin ve 

hipoksantininin onun yıkım ürünleri olduğuna dair 

yeni makaleler yayımlamıştır [2]. Kossel 1884'de 

yayımlanan bir makalesinde ise kuş 

eritrositlerinde nüklein ile kombine olan ancak 

Miescher'in tanımladığı protaminden farklı yapıda 

olan bir protein tanımlamış ve ona histon adını 

vermiştir [2,23,24]. Miescher'in öğrencisi Richard 

Altmann ise 1889'da Miescher'in nüklein olarak 

adlandırdığı yapının yeni bir alt komponentini izole 

etmiş ve asit gibi davranan bu yapıya 

"Nucleïnsäure" (nükleik asit) adını vermiştir [25]. 

Kossel yaptığı yeni çalışmalarla nükleinin ana 

yapıtaşlarını (pürin ve pirimidin bazları, bir şeker 

ve fosforik asit) tanımlamış ve bu maddelerin 

hücre çekirdeği ile sınırlı olduğunu doğrulamıştır 

[23]. Nükleik asitler de dahil olmak üzere 

proteinler üzerine yaptığı çalışmalarla hücre 

biyolojisinin anlaşılmasına sağladığı katkılardan 

dolayı 1910 yılında Kossel'e Nobel ödülü 

verilmiştir [2,26,27]. Günümüzde ise nüklein ya 

da nükleik asit yerine DNA’nın modern ismi olan 

"deoksiribonükleik asit" terimi kullanılmaktadır. 

Sonraki yıllarda nükleik asitlere olan ilgi 

kısmen azalmış olsa da ilk olarak 1906 yılında 

Hermann Steudel tarafından öne sürülen ve 

Phoebus Levene tarafından geliştirilen 

tetranükleotit hipotezi ile yeni bir dönem 

başlamıştır [2,24]. Levene 1919'da DNA'nın baz, 

şeker (deoksiriboz) ve fosfat ünitelerinden 

oluştuğunu ve fosfat-şeker-baz yapısının birbiri ile 

bağlantılı olduğunu bulmuş ve bu üçlü yapıyı 

nükleotit olarak adlandırarak nükleotit birimlerinin 

de fosfat grupları aracılığıyla birbirlerine 

bağlanarak bir dizi oluştuğunu öne sürmüştür [2]. 

Ancak, Levene zincirin kısa olduğunu ve eşit 

oranlarda baz içeren, sabit ve tekrarlayıcı 

dizilerden oluştuğunu düşünüyordu. Torbjorn 

Caspersson ve Einar Hammerstein ise 1934 

yılında DNA’nın sanıldığı gibi kısa bir molekül 

olmadığını ve polimerik yapılı olduğunu 

göstermişlerdir [28]. Tetranükleotit hipotezi 

doğruysa DNA tek tip monomerlerden oluşan bir 

molekül olmalıydı ve bu nedenle onun yapıtaşları 

genetik bilgiyi kopyalamak için uygun 

olmayacaktı. Tetranükleotit hipotezinin 

popülaritesi DNA'ya olan ilginin proteinlere 

yönelmesine neden olmuştur, çünkü farklı yaşam 

formları arasındaki kusursuz çeşitliliğin nedeni 

olarak 20 farklı aminoasit ve bunların 

kombinasyonları daha güçlü bir aday olarak 

görülüyordu [2,29]. Ancak Erwin Chargaff ve 

arkadaşları 1949 ve 1951 yılları arasında farklı 
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organizmalardan elde edilen DNA'ların baz 

içeriklerini kromatografik yöntemler ile 

inceledikleri çalışmalarının sonunda baz içeriğinin 

türler arasında farklılıklar gösterirken, aynı tür 

içinde sabit bir orana (aynı sayıda adenin ve timin, 

aynı sayıda guanin ve sitozin) sahip olduğunu 

belirleyerek tetranükleotit hipotezini 

çürütmüşlerdir [30,31]. 

Bazı araştırmacılar ise DNA'nın X ışını kırınım 

paternlerini (kristalografif veriler) inceleyerek bu 

molekülün üç boyutlu yapısını açıklamaya 

çalışmıştır. DNA'nın düzenli bir yapıya sahip 

olduğunu gösteren ilk X-ışını kırınım paternleri 

1937 yılında William Astbury tarafından 

gösterilmiştir [32]. Devam eden yıllarda DNA’nın 

yapısını tanımlamak için üç ayrı araştırma grubu 

çeşitli çalışmalar yapmıştır [33]. Proteinlerin X-

ışını kırınım paternlerini inceleyerek onların 

fiziksel yapılarını modellemeye çalışan Linus 

Pauling liderliğindeki ilk grup (California Institute 

of Technology) 1948 yılında birçok proteinin 

helikal şekiller içerdiğini keşfetmiştir [34]. Pauling 

proteinler üzerine yaptığı çalışmalarda olduğu gibi 

X ışını kırınım paternlerini inceleyerek DNA’nın üç 

boyutlu yapısını açıklamaya çalışmış ve 1953 

yılında DNA’nın üç zincirli sarmal yapıda 

olabileceğine dair doğru olmayan bir önermede 

bulunmuştur [35]. Aynı dönemde Londra'da 

(King's College London) bulunan Maurice Wilkins 

ve ona sonradan katılan Rosalind Franklin de X-

ışını verileri üzerinden DNA yapısını açıklamaya 

çalışıyordu. Franklin 1952’de saf DNA örneklerini 

kullandığı çalışmaların sonunda daha gelişmiş X-

ışını verileri elde etmiş ve Astbury'ın 1937'de 

gösterdiği X-ışını kırınım paternlerinin varlığını 

doğrulamıştır. Franklin elindeki sonuçlara 

dayanarak DNA’nın sarmal yapılı bir molekül 

olabileceği sonucuna varmış, fakat yapısını 

ayrıntılı olarak ortaya koyamamıştır [36]. Üçüncü 

grupta yer alan James D. Watson ve Francis Crick 

(Cambridge Üniversitesi) ise önceki 

araştırmacıların çalışmalarından ortaya çıkan X-

ışını kırınım paternleri ve nükleotitleri oluşturan 

moleküllerin kimyasal yapıları üzerinde çalışıp 

spesifik bağlantı noktalarını belirlemek suretiyle 

(metal çubuklar ve toplar kullanıp fiziksel modeller 

inşa ederek) 1953 yılında DNA'nın orijinal yapısını 

tanımlamışlardır. Watson-Crick modeline göre 

DNA komplementer baz çiftlerinden (A=T ve G≡C) 

oluşan "double-helix" yapılı bir moleküldü [37]. 

Watson ve Crick yaptıkları çalışmalar nedeniyle 

(Franklin'in ölümünden sonra) 1962'de Nobel 

ödülü almışlardır [27]. 

 

DNA'nın Görevlerinin Açıklanması  

Bilim adamları bir yandan DNA yapısını 

açıklamak için araştırmalar yaparken, diğer 

yandan da DNA’nın fonksiyonlarını ortaya 

koymaya çalışmışlardır. Kossel yaptığı deneylerle 

nükleinin enerji kaynağı veya deposu olarak işlev 

görmediğini, bunun yerine çoğalma ve yenilenme 

sırasında yeni protoplazmanın sentezi ile ilişkili bir 

molekül olduğu sonucuna varmıştır [38]. Genetik 

bilginin moleküler yapılarca taşındığını ve 

aktarılabilir olduğunu destekleyen ilk belirgin 

kanıt ise Frederick Griffith'ten gelmiştir. Griffith 

1928 yılında yaptığı bir deneyde pnömokokların 

öldürülmüş "S (smooth)" formları ile aynı 

bakterinin canlı ama kapsülsüz olan "R (rough)" 

formlarını karıştırarak bakterilerin kapsül 

oluşturma özelliklerinin kapsülsüz formdaki 

bakterilere transfer edilebileceğini göstermiştir 

(transformasyon prensibi) [39]. Bir diğer önemli 

çalışmayla da belirli proteinlerin spesifik genler ile 

ilişkili olduğu ortaya konmuştur [40]. George 

Wells Beadle ve Edward Lawrie Tatum 1941 

yılında bir mantarı (Neurospora crassa) X 

ışınlarına maruz bırakarak genetik mutasyonlara 

neden oldular. Sonra belirli mutasyonların 

sonucunda (enzimlerde meydana gelen 

bozukluklar nedeniyle) belirli metabolik 

aktivitelerin etkilediğini gözlemlemişler ve her 

genin kendi ürününü (proteinini) ürettiğini öne 

sürerek (bir gen bir enzim hipotezi) 1958'de Nobel 

ödülü almışlardır [27]. Oswald Avery, Colin 

MacLeod ve Maclyn McCarty’nin 1944 yılında 

DNA'nın genetik bilgiyi taşıdığını kanıtlamaları ise 

moleküler genetik ve biyolojinin önemli dönüm 

noktalarından biri olmuştur [2,3]. Avery ve 

arkadaşları çalışmalarında kalıtsal özelliklerin 

saflaştırılmış DNA kullanılarak bir bakteriden 

diğerine, ya da bölünme sonucu oluşan yavru 

bakterilere transfer edilebileceğini ilk kez 

göstermişlerdir. Kalıtım için proteinlerin gerekliliği 

fikrinde olan araştırmacılar kritik bir dönüm 

noktası olan bu buluşa şüphe ile yaklaşarak 

önemini kısmen azaltmışlardır. Çünkü, DNA’yı 

oluşturan nükleik asitlerin kompozisyonu göz 
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önüne alındığında onlara göre, gerçekte bu 

moleküller genetik bilgiyi taşımak gibi kompleks 

bir şeyden sorumlu olmak için çok basitti. Bununla 

beraber Avery’nin araştırmalarının sonucu çok 

açıktı; "nükleik asitler (DNA) bir organizmanın 

genetik yapısından sorumludur" [5]. DNA'nın 

kalıtımdaki rolü ve genetik bilgi taşıdığı 1952 

yılında Alfred Hershey ve Martha Chase tarafından 

da konfirme edilmiştir. Hershey–Chase deneyi ile 

Escherichia coli T2 bakteriyofajının üremesinde 

DNA’nın genetik materyal olarak rol oynadığı 

açıkça ortaya konmuştur [41]. Moleküler 

biyolojiye katkıları nedeniyle 1969 yılında Hershey 

Nobel ödülü almıştır [27]. DNA'nın genetik 

özelliklerin aktarımından nasıl sorumlu olabildiği 

sorusunun cevabı ise Watson ve Crick tarafından 

DNA’nın üç boyutlu yapısı ve genetik kod 

hakkındaki tanımlamaları ile çözülmüştür [5].  

Watson ve Crick 1953 yılındaki bu 

modellemelerinden 2 ay sonra DNA için baz 

çiftlerinin hidrojen bağları ile spesifik olarak 

bağlanmasına dayalı semikonservatif replikasyon 

modelini önermişlerdir [42]. Bu ikinci modele göre 

replikasyonla meydana gelen çift zincirli her DNA 

molekülü biri orijinal DNA'dan gelen eski zincir ve 

diğeri onun üzerinden sentezlenen yeni 

komplementer zincir olmak üzere iki zincirden 

oluşmaktaydı. DNA replikasyonu için konservatif 

ve dispersif modeller de öne sürülmüştür. Ancak, 

1958 yılında E. coli hücrelerinin işaretli azot 

moleküllerini kullanması prensibine dayalı 

Meselson-Stahl deneyi ile çift sarmal yapının 

semikonservatif mekanizma ile replike olduğunu 

doğrulanmıştır [43]. Aynı yıllarda (1957-1958) 

Herbert Taylor ve arkadaşları otoradyografi 

tekniği ile semikonservatif DNA replikasyonunun 

ökaryotlar için de geçerli olduğunu kanıtlayarak 

Meselson-Stahl deneyini tekrarlamışlardır [44]. 

DNA replikasyonunun anlaşılmasına yönelik 

çalışmalar yapan Arthur Kornberg ve arkadaşları 

ise 1957'de ilk DNA polimerazı (DNA polimeraz I) 

E. coli’den ayrıştırdıklarını bildirmişlerdir [45]. 

Kornberg ve arkadaşları DNA polimeraz I’in 

varlığında in vitro DNA sentezi için dört tip 

deoksiribonükleozit trifosfat (dATP, dCTP, dGTP, 

dTTP) ve kalıp DNA'ya gereksinim olduğunu 

göstermişler ve bu buluş DNA replikasyonunun 

daha açık bir şekilde anlaşılmasını sağlamıştır ve 

bu keşfinden dolayı 1959'da Kornbeg'e Nobel 

ödülü verilmiştir [27]. Bu bilgiler ışığında 

1960'ların ortalarında Robert W. Holley, Har 

Gobind Khorana, Heinrich Matthaei, Marshall W. 

Nirenberg ve arkadaşları tarafından üç bazın yan 

yana gelmesi ile oluşan kodonların amino asitleri 

kodladığı (genetik kod) çözülmüştür. Genetik 

kodu ve protein sentezindeki fonksiyonlarını 

yorumlamalarından dolayı 1968'de Holley ve 

Khorana'ya Nobel ödülü verilmiştir [2,5,27,46].  
 

RNA’nın Keşfi ve İlk Çalışmalar  

DNA ve RNA’yı oluşturan farklı kimyasal 

yapılara dair ilk bilgiler 1903’te Levene tarafından 

açıklanmış olsa da 1900'lü yılların başlarında 

yapılan ilk çalışmalarda DNA ve RNA arasındaki 

biyolojik farklılıklar açık olarak bilinmiyordu. 

1930'lardan sonra kimyasal tanı testleri 

kullanılarak nükleik asitlerin iki farklı karbonhidrat 

içerdiği gösterilmiş ve RNA için ortak isim olarak 

"ribonükleik asit" tanımı kullanılmıştır. Nükleozit 

bileşim analizleri ile RNA'nın DNA ile benzer 

nükleobazlar içerdiği, ancak RNA'da timin yerine 

urasil ve küçük miktarlarda pseudouridine ve 

dimetilguanin bulunduğu gösterilmiştir [47,48]. 

Severo Ochoa ve arkadaşları 1955 yılında 

nükleotit difosfatazların polimerleşmesini katalize 

etmek için onlardan bir fosfat grubunu 

parçalayabilen bir enzim (polinükleotit fosforilaz) 

tanımladıklarına dair bir bildiri yayımlamıştır [49]. 

Nükleik asit sentezinde yer alan bir enzimin ilk kez 

izole edildiği bu çalışma sonraki yıllarda homojen 

nükleotit polimerlerin üretilmesine kapı açmıştır. 

RNA sentez mekanizmasını açıklayan Ochoa'ya 

1959 yılında Nobel ödülü verilmiştir [27]. Bununla 

beraber, Ochoa'nın bulduğu ve polinükleotit 

fosforilaz olarak adlandırmak istediği enzimin 

gerçekte bir polimeraz değil ribonükleaz olduğu 

sonradan anlaşılmıştır. RNA polimerazlar ise ilk 

olarak 1959'da Sam Weiss ve 1960'da Jerard 

Hurwitz tarafından, birbirlerinden bağımsız olarak 

keşfedilmiştir [50]. 

Crick protein sentezi ve nükleik asitler 

arasındaki ilişkiyi araştırırken DNA (ve RNA)'nın 

uzayan bir polipeptit zincirine 20 aminoasitten 

birini spesifik olarak bağlamak için çok fazla 

düzenli bir yapıya sahip olduğunu fark etmiş ve 

1957'de "adaptör hipotezini" öne sürmüştür. Buna 

göre spesifik RNA kodları ve aminoasitler arasında 

bilgi aktarımında rol alan bir ara molekül 
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(günümüzde tRNA olarak bilinen) olmalıydı 

[51,52]. Crick ilk olarak 1957'de bir toplantıda dile 

getirdiği ve 1958'de yayımladığı bir makale ile 

genetik bilginin DNA (veya RNA)'dan proteinlere 

aktarıldığını, ancak ters yönde bir bilgi akışının 

olmadığını ifade eden "moleküler biyolojinin 

santral dogması" fikrini öne sürmüştür [53].  

1950'lerin sonunda ortaya çıkan mesajcı RNA 

kavramı Crick'in öne sürdüğü "santral dogma" fikri 

ve Crick ile Sidney Brenner'in beraber tanımladığı 

kodon kavramıyla ilişkilidir [54]. Francois Jacob ve 

Jacques Monod 1961 yılında, bazı proteinlerin 

ekspresyonunu diğer genler üzerindeki belirli 

bölgelerin düzenlendiğini göstermiş ve DNA ve 

protein ürünler arasında aracı rol oynadığını 

varsaydıkları bu moleküllere mesajcı (messenger) 

RNA ismini vermişlerdir [55]. Genlerin (bakteri ve 

virüslerde) nasıl regüle edildiği konusunda 

yaptıkları analizler nedeniyle Jacob ve Monod 

1965'te Nobel ödülü almışlardır [5,27]. DNA’nın 

içerdiği bilgiler ve proteinler arasındaki ilişki 

(genetik kod) 1961-1965 yılları arasında açık 

olarak tanımlanmıştır. Warner ve Rich 1964'de 

ribozomların protein sentezinde aktif rol 

oynadığını göstermiş ve mRNA kodlarını 

ribozomlara aktaran soluble RNA moleküllerinin 

(tRNA) fonksiyonlarını açıklamaya çalışmışlardır 

[56]. tRNA yapısıyla ilgili ilk önemli bilgiler ise 

1965 yılında Holley ve arkadaşlarından gelmiştir 

[57]. Araştırmacılar tRNA moleküllerini izole edip 

ve sekanslamış ve elde ettikleri birkaç tRNA 

dizisine dayalı olarak yonca yaprağı yapısı olarak 

bilinen bir şema çıkarmışlardır. Holley'in 

bildirisinden birkaç yıl sonra Levitt (1969) 14 farklı 

tRNA sekansını inceleyerek tRNA için bir tersiyer 

yapı tanımlamıştır [58]. Sonraki yılında çeşitli 

gruplar tRNA yapısını açıklamak için tRNA 

kristalleri ürettiyseler de sınırlı kalitedeki bu 

kristalografi paternleri tRNA yapısını belirlemek 

için yeterli verileri sağlamamıştır [59]. Susman ve 

arkadaşları 1978'de tRNA'nın kristal yapısını 

tanımlamayı başarmışlar ve Holley'in yonca 

yaprağı tanımlamasını ve Levitt'in tersiyer 

etkileşimlerini doğrulamışlardır [60]. 1981'de 

tRNA moleküllerinin sekonder yapıları ortaya 

konmuştur [61]. tRNA'nın yapısal biyolojisinin 

açık olarak tanımlanması RNA fonksiyonlarının 

anlaşılmasında önemli bir basamak olmuş ve 

1990'ların ortalarında nükleik asitler üzerine 

yapılan araştırmalarda önceki yıllara kıyasla 

belirgin bir artış görülmüştür.  

David Baltimor tarafından 1970 yılında 

RNA'dan DNA kopyalarının sentezlenmesine 

olanak sağlayan ters transkriptazların keşfi ile 

genler ve protein sentezi arasındaki ilişkileri 

açıklayan "santral dogma" fikrinin tersi yönünde 

de bilgi aktarımının mümkün olabildiği 

gösterilmiştir [62]. Baltimor bu keşfi ile 1975'de 

Nobel ödülü almış ve 2010 yılı itibariyle RNA 

çalışmalarını içeren deneysel çalışmaları nedeniyle 

Nobel ödülü kazanan bilim adamı sayısı 30'a 

ulaşmıştır [27]. 

Son zamanlarda çift sarmallı RNA'nın gen-

spesifik susturmaya (RNA interferans veya RNAi) 

neden olduğu bulunmuştur [63-65]. Deneysel 

olarak ilk defa 1998’de Caenorhabditis elegans'ta 

dsRNA’nın, gen ekspresyonunu spesifik ve selektif 

olarak inhibe ettiğini gösterilmiş ve bu olaya RNA 

interferansı (RNAi) adı verilmiştir. Bugün RNAi 

funguslar, bitkiler, omurgasızlar, memeliler gibi 

birçok türde gösterilmiştir [66-68]. Kısa, sentetik 

RNA dublekslerinin memeli hücrelerinde RNAi'na 

yol açabildiğinin gösterilmesi hücre biyolojisinin 

anlaşılması için çok güçlü bir araç olmuştur. Gen 

tedavisi için kritik önem taşıyan bu konudaki 

çabaların çoğu "antisens stratejisi" olarak 

tanımlanan bir mekanizmaya dayalıdır. Bu strateji 

uygun bir dizi ile hibridizasyon varlığında 

translasyonun engellenmesi veya bir RNA-DNA 

hibridinin RNaz H-aracılı yıkımı tetikleyebilmesi 

prensiplerini içermektedir [51]. 
 

Deneysel DNA Sentezi ve Hibridizasyon 

DNA yapısının ve çalışma akışının 

aydınlatılmasından sonra araştırmacılar kimyasal 

gen sentezi yapılabilmek için yoğun çabalar sarf 

etmişlerdir. İlk olarak Michelson ve Todd 1955 

yılında ilk in-vitro dinükleotit (ditimidil, pTpT) 

sentezini yaptıklarına dair bir rapor yazmıştır [69]. 

Ancak sentezledikleri bu yapı çok stabil değildi. 

1957'de oligonükleotitlerin fosfonat sentezi 

gerçekleştirilmiştir [70]. Sonraki yıllarda Khorana, 

Letsinger ve Carruthers ve diğer araştırmacılar 

tarafından fosforamidit ve fosfit triester 

metotlarının geliştirilmesi ve oligonükleotit 

sentezinin katı faz üzerinde yapılmasına olanak 

sağlayan yaklaşımların geliştirilmesi (1965) ile 

daha uzun ve stabil oligonükleotitlerin 
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sentezlenebilmesi mümkün olmuştur [6,51]. 

Oligonükleotit sentezinin başarılı olarak 

yapılabilmesi ve bazı genlerin nükleik asit dizi 

verilerinin (sekans motifleri) belirlenmesi yarı-

sentetik hibridizasyon problarının tasarlanmasına 

olanak sağlamıştır. Komplementer dizilerin 

varlığında onlarla hibridize olan bu problar 

kompleks nükleik asit karışımları içinde spesifik 

RNA ve DNA parçalarının tespit edilmesi ve 

tanımlanmasını sağlamıştır [71]. Hibridizasyon 

tekniklerinin öncüsü sayılabilecek ilk uygulamalar 

ise 1960'lı yıllarda yapılmış ve 1969 yılında 

nükleik asitleri hedef dokular ya da hücreler içinde 

(ekstrakte etmeye gerek olmaksızın) tespit 

etmeye imkan veren "in situ hibridizasyon" (ISH) 

tekniği tanımlanmıştır [72].  

Sonraki yıllarda restriksiyon enzimleri 

keşfedilmiş (1970) ve bu enzimlerin hibridizasyon 

metotları ile kombine edildiği yeni teknikler 

geliştirilmiştir. Edwin Southern tarafından 1975 

yılında ilk blotlama tekniği olan Southern blotlama 

tekniği tanımlanmıştır [73]. Alwine, Kemp ve 

Stark tarafından da 1977 yılında Southern 

blotlama ile benzer bir yöntem olan Northern 

blotting yöntemi geliştirilmiştir [74]. Bu tekniğinin 

Southern blotlamadan major farklılığı bu 

yöntemin DNA'dan ziyade RNA analizinde 

kullanılması ve RNA'nın sekonder yapısını 

açabilmek için ekstra basamaklara gereksinimi 

olmasıdır [5]. Nükleik asitler arasındaki 

hibridizasyon varlığının görüntülenmesi için ilk 

zamanlar radyoaktif işaretler-etiketler 

kullanılırken, sonraki yıllarda önemli bir 

dezavantaj olan radyoaktif etiketlerin yerini çeşitli 

non-radyoaktif kimyasallar (kolorimetrik, kemo-

floresan) almıştır. Radyoaktif olmayan ISH 

teknikleri 1977 ve 1980’li yıllarda geliştirilmiştir 

[75,76]. 1980'lerin ortalarına kadar Southern blot 

hibridizasyon yöntemi çoğu moleküler tanı 

laboratuvarının önemli bir parçası olmuştur. 

Ancak, uygulama zorluklarının yanında düşük 

duyarlılıklı olmaları nedeniyle hibridizasyon 

prensibine dayalı bu ilk yöntemlerin klinik 

yararları sınırlı kalmıştır [6,71,77]. 
 

Amplifikasyon Teknikleri 

Düşük titreli viral enfeksiyonların, lösemili 

hastalarda minimal rezidüel hastalık varlığının, 

genlerdeki nokta mutasyonlarının veya 

tümörlerdeki genetik bozuklukların tespiti gibi 

düşük sayılı moleküllerin algılanmasının klinik 

olarak önemli olduğu durumlar saptama duyarlılığı 

çok daha güçlü olan yeni testlerin geliştirilmesi 

için itici bir güç olmuştur. Bu amaçla, saptama 

öncesinde hedef nükleik asitlerin veya hedefi 

saptama amacıyla kullanılan sinyallerin veya 

probların çoğaltılması (amplifikasyonu) prensibine 

dayalı yeni yaklaşımlar geliştirilmiştir. Böylece 

DNA ve RNA tespit protokollerinde sınırlayıcı bir 

adım olan hibridizasyon-prob algılama 

protokollerinin duyarlılık sorunları aşılmıştır 

[71,78]. Amplifikasyon tekniklerinden en yaygın 

kullanılanı ise polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) 

yöntemi olmuştur. Bu yöntemin tarihçesi bir 

sonraki başlıkta ele alınmıştır. Bir taraftan PCR 

ürünlerini saptamak ve tanımlamak için PCR ile 

diğer yöntemlerin kombinasyonunu içeren yeni 

yöntemler geliştirilirken, diğer taraftan farklı 

amplifikasyon ve tespit sistemleri tanımlanmıştır 

(Tablo 1). PCR işleminin başlangıcında revers 

transkriptazların kullanıldığı bir ön basamak ile 

RNA kantitasyonu da mümkün olmuştur [5].  

1990'lardan itibaren nükleik asit hedeflerin 

doğrudan amplifikasyonu (transkripsiyon bazlı 

amplifikasyon, 3SR), nükleik asitlere hibridize 

olan probların amplifikasyonu (Qb replikaz, LCR; 

ligaz zincir reaksiyonu) ve sinyal amplifikasyonu 

(bDNA, hibrit capture) prensipleri ile çalışan test 

sistemleri geliştirilmiştir [7,9,17,71,78].  
 

Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR) 

Genetik kodun çözülmesinde büyük katkıları 

olan Khorana, DNA tamir mekanizmalarını 

inceleyerek sentetik oligonükleotit üretimi için 

çalışmalar yapıyordu (Khorana projesi) [46]. 

Khorana bu çalışmalarının birinde 1971'de DNA 

polimerazın tekrarlayan aplikasyonlarını 

(uygulamalarını) içeren ve PCR'dan farklı olarak 

tek bir primer-kalıp kompleksinin oluştuğu ve bu 

nedenle amplifikasyonla sonuçlanmayan bir 

yöntem tanımlamıştır [79]. Aynı tarihlerde (1971) 

Khorana'nın laboratuvarındaki araştırmacılardan 

Kleppe ve arkadaşları çift zincirli DNA’nın bir 

bölgesini kopyalamak için iki adet DNA sentez 

primerinin kullanıldığı PCR'a çok benzeyen farklı 

bir yöntem tanımlamışlardır [80]. Fakat primer 

sentezi ve polimeraz saflaştırılmasındaki 

problemler nedeniyle çalışmalar sınırlı kalmış ve 
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takip eden 12 yıl içinde bu yaklaşımların 

tekrarlanarak amplifikasyon formatında 

kullanılması düşünülmemiştir. Kary Mullis 1983 

yılı baharında Kuzey Kaliforniya dağları arasından 

geçtiği bir gece yolculuğu boyunca "Güzel bir fikir 

bazen sen onun için bakmıyorken geliverir" 

sözlerini düşünürken bir hesaba başlamış ve 

aklına onu PCR’ı geliştirmeye sevk eden bir ilham 

gelmiştir. PCR işleminin pratik yönleri Mullis’in 

çalıştığı Cetus Corporation şirketi tarafından 

geliştirilmiş ve nihayetinde Mullis 1991 yılında 300 

milyon dolar karşılığında PCR için tüm haklarını bu 

şirkete devretmiştir [81). PCR’ın mucidi Kary 

Mullis 1993 yılında Nobel ödülü almıştır [27].  

PCR başlangıçta E. coli'den izole edilen bir 

non-termostabil DNA bağımlı DNA polimeraza 

(Klenow parçacığı; E. coli DNA polimeraz I) 

dayanmaktaydı. DNA polimeraz I Klenow 

parçasının kullanıldığı PCR ile ilgili ilk makale 1985 

yılında yayımlanmıştır [82]. Bu polimeraz non-

termostabil doğası nedeniyle her PCR 

döngüsünden sonra ısı ile inaktive oluyordu. İlk 

PCR işleminin tarif edilmesinden 10 yıl kadar önce 

tanımlanmış olan termostabil DNA polimerazların 

PCR teknolojisinde kullanılmaya başlanması ile 

DNA bağımlı DNA polimerazların her PCR 

döngüsünden sonra inaktive olması sorunu 

çözülmüş ve zahmetli ve kontaminasyon riski 

taşıyan bir prosedür olan her döngü sonrasında 

taze enzim ekleme işlemleri artık gereksiz hale 

gelmiştir [71]. Bu yeni gereksinime cevap olarak 

üretilen ısı döngü cihazları (termal cycler) 

1986'lardan sonra kullanılmaya başlanmıştır. 

Yüksek sıcaklıklarda yaşayabilen bir bakteri türü 

olan Thermus aquaticus'tan izole edilen Taq DNA 

polimeraz’ın PCR’da kullanıldığını açıklayan ilk 

makale ise 1988 yılında yayımlanmıştır [83]. 

Amplifikasyon ürünlerinin devam eden reaksiyon 

ile eşzamanlı görüntülenmesi ve kantitasyonuna 

imkan veren real-time PCR konsepti 1992-93 

yıllarında gündeme gelmiş ve günümüzde yaygın 

olarak kullanılmaktadır [71,77,81].  
 

Restriksiyon Endonükleazlar 

Moleküler tanının bir diğer önemli aracı ise 

bakteriyel restriksiyon-modifikasyon sistemlerinin 

bir parçası olan restriksiyon enzimlerini kullanan 

yöntemlerdir. Restriksiyon enzimleri ile ilgili ilk 

çalışmalar Werner Arber tarafından yapılmıştır 

[84,85]. Hamilton Smith ve arkadaşları DNA'yı 

kesen ilk restriksiyon enzimini 1970 yılında 

Haemophilus influenzae’dan izole etmişlerdir 

[86]. Restriksiyon enzimlerinin keşfi moleküler 

genetik alanında önemli uygulama kolaylıkları 

sağladığı gibi, moleküler tanı için de yeni 

seçenekler sunmuştur. Kelly ve Smith’in [87] 

1970 yılında yaptıkları restriksiyon enzimlerinin 

sekans spesifitesi ile ilgili çalışmalar ve Danna ve 

Nathans’ın [88] 1971’de restriksiyon enzimlerini 

kullanarak viral DNA’nın restriksiyon 

fragmanlarını karakterize etmeleri bu konulardaki 

önemli çalışmalardır. Restriksiyon enzimleri 

üzerine yaptıkları çalışmalar Arber, Smith ve 

Nathans’a 1978 yılında Nobel ödülü kazandırmıştır 

[27]. Restriksiyon enzimlerinin kullanıldığı önemli 

bir tanı aracı olan RFLP (Restriction Fragment 

Length Polymorphism)’nin insan hastalıklarını 

kapsayan gen haritalamadaki ilk kullanımı David 

Botstein [89] tarafından yapılmıştır. Şimdilerde 

ise RFLP sadece hastalıklara yönelik gen 

haritalanmasında değil adli vakalarda DNA 

örneklerinin kesin identifikasyonu gibi farklı 

alanlarda da kullanılmaktadır [5]. 
 

Dizi Analizi Teknikleri 

İlk zamanlar daha küçük dizilemelerde 

kullanılan dizi analizi yöntemleri son yıllarda 

büyük ölçekli dizileme projeleri için anahtar 

olmuştur. DNA dizi analizi yapmak için ilk 

zamanlarda iki ana yöntem geliştirilmiştir. Bunlar 

kimyasal metot olarak bilinen Maxam-Gilbert 

metodu [90] ve enzimatik zincir-sonlandırma 

metodu (ddNTPs, dideoksi dizileme) olarak bilinen 

Sanger dizileme [91] teknikleridir. Tanımladıkları 

nükleik asit sekanslama metotlarının bilim 

dünyasına önemli katkıları nedeniyle Gilbert ve 

Sanger 1980'de Nobel ödülü almışlardır [27].  

DNA dizi analizi ile ilk olarak 1977'de bir 

bakteriyofajın tam genom dizisi belirlenmiştir 

[92]. Daha sonraki yıllarda dizileme çalışmaları 

devam etmiş ve 1995'te ilk bakterinin 

(Haemophilus influenzae), 1996'da ilk ökaryotun 

(Saccharomyces cerevisiae), 2000'de meyve 

sineğinin (Drosophila melanogaster) tam genom 

dizileri belirlenmiştir [93-95]. İnsan genom 

projesine 1991 yılında başlanmış ve 2003-2005 

yılları arasında insan genomunun neredeyse 

tamamı dizilenmiştir [5,6]. Günümüzde ise hızlı ve 
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yüksek kapasiteli yeni nesil dizi analizi teknikleri 

kullanılmaktadır [12]. 

Moleküler Genetik Uygulamaların Gelişimi  

Sentetik oligonükleotitler ve oligonükleotit 

analogları ile yapılan uygulamalar tedavi amacı da 

dahil olmak üzere gen ekspresyonunun 

modülasyonu ve gen manipülasyonu için 

kolaylıklar sağlamıştır. Bu gelişmenin yanında 

spesifik restriksiyon enzimlerinin keşfi ile gen 

klonlanma çalışmalarının yolu açılmıştır. DNA’nın 

manipüle edilmesiyle başlayan süreçlerin sonunda 

moleküler tekniklerin insan hastalıklarının genetik 

temelini çözmeye yardım etme gücünün farkına 

varılmıştır. Böylece hormonların, enzimlerin ve 

diğer proteinlerin doğal kaynaklarından 

saflaştırılmaları yerine onların sentezi yoluna 

gidilmiş ve biyoteknoloji endüstrisi için yeni bir 

çağ başlamıştır. Laboratuvar ortamında 

hormonların tek seferde bol miktarda üretilmesi 

ile çeşitli hastalıkların tedavisi pratik bir hale 

gelmiştir [5]. Rekombinant DNA için ilk fikir 

Stanford Üniversitesi’nden Prof. Dale Kaiser'in 

öğrencisi Peter Lobban (bir yüksek lisans 

öğrencisi) tarafından ortaya atılmıştır. İlk 

rekombinant DNA molekülünün hücre içi 

replikasyonu ve üretimi ise 1972 ve 1973 

yıllarında başarılı olarak gerçekleştirilmiştir [96-

98]. Rekombinant DNA çalışmaları Poul Berg'e 

1980 yılında Nobel ödülü kazandırmıştır [5,27]. 

Genetik modifiye bakterilerin (Escherichia coli) 

kullanılmasıyla 1977 yılında ilk rekombinan insan 

hormonu (somatostatin) sentezlenmiştir [99]. 

Rekombinant DNA teknolojisi ile geliştirilen 

genetik modifiye bakterilerin kullanıldığı ilk lisanslı 

ilaç olan insan insülini (Humulin) 1982 yılında 

Genentech tarafından üretilmeye başlanmıştır 

[100]. 1983’te bir mayaya ait 2 megabazlık ilk 

yapay kromozom sentezlenmiştir [101]. İskoç 

bilim adamlarının 1997’de erişkin bir koyundan bir 

koyun (Dolly) klonlamaları genetik bilimine yeni 

bir boyut daha getirmiştir [4]. 
 

Sonuç  

Bu makalede bir asır önceki temel teknikler 

ve nispeten basit cihazların (Resim 1 ve 2) yardımı 

ile yapılan ilk keşiflerden başlayarak günümüzde 

yaygın olarak kullanılan ileri tekniklerin 

geliştirilmesine uzanan süreçte hangi fikirlerin 

birbirine yardım ettiğini ve bugünün pratik 

araçlarının hangi çabaların sonunda bizlere 

ulaştığını anlamamıza yardımcı olabilecek kısa bir 

tarihçe sunulmuştur. Bilgiye erişimin kolaylaştığı 

ve teknolojik altyapı ve araştırma imkanlarının 

yaygınlaştığı günümüzde genç fikirlerin ve sınır 

konulmamış kabiliyetlerin doğru hedeflere 

odaklaması halinde gelecekte insanlığa hizmet 

edecek yeni keşifleri görebilir veya bir parçası 

olabiliriz.

 

Tablo 1: Moleküler tekniklerin gelişiminde önemli keşifler [2,5,6,77,102-104]. 

Tarih (yıl) Önemli gelişmeler ve keşifler  Tarih (yıl) Önemli gelişmeler ve keşifler 

1869-71 DNA'nın bulunması ve izole edilmesi  1984 Polimeraz zincir reaksiyonunun keşfi 

1953 DNA'nın üç boyutlu yapısı tanımlandı 1984 DNA parmak izi analizi 

1957 Kısa oligonükleotitlerin fosfonat sentezi 1985-86 Termostabil DNA polimerazlar 

1957 DNA polimerazların keşfi ve izolasyonu 1986 Otomatize DNA dizi analizi 

1959-60 RNA polimerazların keşfi ve izolasyonu 1986 Floresan in situ hibridizasyon (FISH) 

1965 Katı faz oligonükleotit sentezi 1988 MALDI-TOF kütle spektrofotometresi 

1965 Kısa RNA'ların enzimatik sentezi 1988-91 DNA çip konseptinin başlangıcı 

1969 İn-situ hibridizasyon tekniği 1989-91 Termofilik DNA ligazlar ve LCR 

1970 Restriksiyon enzimlerinin keşfi 1991 Peptit nükleik asit probları (PNA) 

1970 Ters (reverse) transkriptazların keşfi 1992 Strand-displacement amplifikasyon (SDA) 

1975 Southern blotting tekniği tanımlandı 1992-93 Real-time PCR 

1977 DNA dizi analizi yöntemleri 1992-93 Branched (dallı zincirli) DNA 

1978-80 RFLP analizi tekniği geliştirildi 1996 Moleküler fener (beacon) probları 

1984 Pulsed Field Jel Elektroforezi (PFGE) 1996 DNA çip (DNA mikroarray) uygulamaları 
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Resim 1. 19. Yüzyıl’ın sonlarında başta Avrupa ülkeleri ve Osmanlı İmparatorluğu hastane ve 

laboratuvarlarında aşı geliştirme çalışmaları, antijen-antikor etkileşimlerinin araştırılması ve temel biyolojik 

testler ve analizlerde kullanılan bazı cihaz ve ekipmanlar [105,106]. 
 

 

Resim 2. A, C, D: 19. Yüzyılın sonlarında Hilal-i Ahmer (Kızılay) tarafından kurulan ilk hastanelerden bazılarının 

bakteriyoloji laboratuvarları. B: Erzurum Sivas Osmanlı Hilal-i Ahmer Hastahanesi Mikrophanesi. E: Başhekim 

Dr. Sever Kamil Bey laboratuvarda çalışırken. [107,108] 
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