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Ozet

Genetik bilgi aktarimi ve DNA'nin kesfi ile ilgili ilk galismalarin Gizerinden gegen siire 150 yili agsmistir.
Bir cerrahi bandajdaki l6kositlerin cekirdedinde bulunan ve baslangigta niiklein olarak adlandirilan bir madde
Uzerindeki calismalar DNA'nin kesfi ile sonuglanirken, her bir arastirmaci veya arastirma ekibinin ekledigi yeni
kesiflerle zincir halkalari gibi uzayan bilgi birikimi (telahuk-u efkar) ginimiz tibbinin en énemli araglarindan
olan birgok molekiler tani yénteminin gelistirilmesine dncilik etmistir. Nikleik asitlerin g boyutlu yapisinin
tanimlanmasindan sonraki 20 vyil igerisinde DNA replikasyon mekanizmalari, transkripsiyonun temel
parametreleri ve protein senteziyle sonucglanan translasyon asamalari ayrintilariyla tanimlanmistir. Bu temel
bilgiler nikleik asitlerin saptanmasi, codaltiimasi, in-vitro sentezi ve klonlanmasi gibi manipulatif
uygulamalarda kullanilan yontemlerin gelistirilmesi slireglerine onculik etmistir. Bir I6kosit cekirdeginde
DNA'nin ilk fark edilmesinden yuz yil sonra gelistirilen dizi analizi teknikleri ile insan genom projesi kapsaminda
bir hiicreden bir kiitiphaneyi dolduran genomik bilgi dizisi gikarilmistir. Arastirmacilara cok sayida Nobel 6duliu
kazandiran bu sireglerin sonrasinda bilinmeyen mikroorganizmalar kesfedilmis, gen susturulmasi ve klonlama
galismalari yapilmis ve rekombinan gen teknolojisinin sundugu tekniklerle sayisiz biyomolekilin in-vitro
Uretimi mamkin hale gelmistir. Yeni molekuler tekniklerinin gelistiriimesi tip, biyoloji ve veterinerlikte tani,
tedavi ve gen teknolojisi alanlarinda bilim insanlarina yeni pencereler agiimistir. Bu makalede gunimuzde
kullanilan molekiiler biyoloji tekniklerinin énctleri niteligindeki ilk calismalarin ve zorlu silireglerin sonunda
ulasilan tarihi kesiflerin hikayeleri 6zetlenmistir.

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 humerous 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.

Giris yilinda genetik bilginin DNA ile tasindigini

Gregor Johann Mendel'in 1865 yilinda kalitim kanitlamasi ve DNA'nin kahtimdaki rolinU
kanunlarini formile etmesi klasik genetigin gbstermesiyle molekller biyoloji ve genetik
baslangici olarak kabul edilir [1]. Friedrich arastirmalari birbirine yakinlasarak birlikte devam

Miescher'in 1869 yilinda deoksiribonikleik asit etmistir (Sekil 1). Bu derlemede, glnimiuzde

(DNA) varhgini kesfetmesi ve sonrasinda yaptigi
arastirmalar ise molekiler biyolojinin baslangici
olarak kabul edilebilir [2]. Bu iki kesif neredeyse
ayni vyillarda yapilmis ve ilging olarak her iki
alanda yapilan paralellik
gostermistir. Bu makalede daha c¢ok Miescher'in
kesfi
tekniklerin gelismesine 6nclilik eden calismalara
dedinilecektir. Avery ve arkadaslarinin [3] 1944

arastirmalar  bir

Uzerinden devam eden ve molekiler

Genetik temelli galismalar

Gregor Johann Mendel:
Kalitim kanunlari [1865].

Oswald Avery, Colin
MacLeod ve Maclyn
McCarty: Genetik bilginin
DNA ile tagindiginin
kanitlanmasi [1944].
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Friedrich Miescher:
DNA varhginin kesfi [1869].

DNA temelli galigmalar
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Molekdiler biyoloji ve genetik
alaninda tani, tedavi ve gen
’ miuhendisliginde kullanilan
sayisiz teknik gelistirildi.

molekUler biyoloji ve genetik alanlarinda yaygin
olarak kullanilan modern tekniklerin gelisim
stirecinde her biri birer donim noktasi niteliginde
olan bilimsel kesiflerin aslinda sayisiz arastirma ve
fikrin birbirine eklenmesiyle ortaya ciktigini ve
buglin her birimize sayisiz faydalari sunan bu
araglarin aslinda insanliin birlikte gosterdigi
cabalarla buylylp gelistigini ve insanligin ortak
mali oldugunu vurgulamak amaglanmistir.

Genetik temelli ¢aligmalar

-~

iskog bilim adamlari
tarafindan erigkin bir
koyundan bir koyun
klonlandi [1997].
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insan genomunun neredeyse 3
tamami dizilendi, bir hiicreden S
bir kiitiphaneyi dolduracak bilgi
ortaya ¢ikarildi [2003 - 2005].

—  DNA temelli galigmalar

Sekil 1. Nikleik asitlerle ilgili ilk calismalardan ginimiizde kullanilan modern tekniklere kadar uzanan 150 yih
asan tarihi siireg [1-18]. Molekdler teknikler ylksek bir nizam ve hassas bir 6lgliye dayanan DNA, RNA ve
proteinler arasindaki etkilesimler ve bu etkilesimlerin diizenlenme mekanizmalar lzerine insa edilmistir.
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DNA'nin Kesfi ve Yapisinin Tanimlanmasi

Felix Hoppe-Seyler laboratuvarinda
(Tubingen Universitesi) c¢alisan Isvicreli geng
hekim Friedrich Miescher 1869 yili kisinda bir
cerrahi bandajdaki plyde bulunan I6kositlerin
kimyasal kompozisyonu Uzerinde mikroskobik
arastirmalar  yaparken hlicre cekirdedinde
bulunan bir madde dikkatini g¢ekmistir [2].
Miescher daha sonra bu maddenin protein veya
lipit yapida olmadidini ve bol miktarda fosfor
icerirken sulfir icermedigini ve daha baska
ozelliklerini ortaya koyarak, buldugu seyin yeni bir
madde oldudgu kanaatine varmis ve hicre
cekirdeklerinde vyerlesmis olan bu maddeyi
"niklein" olarak adlandirmistir [2]. Sonrasinda
Miescher yeni bir madde buldugunu ve onu
"niiklein" olarak adlandirdigini bildiren bir makale
yazmis ve Hoppe-Seyler'e sunmustur. Hoppe-
Seyler Miescher'in yaptigi deneyleri tekrarlamak
icin bu yazilar iki yil kadar bekletmis ve bu bilgileri
dogruladiktan sonra Miescher'in ply hicreleri ve
yumurta niklein ile ilgili yaptigi
calismalarn 1871 yilinda yayimlamistir [2,19].
Derginin ayni baskisinda Hoppe-Seyler ve
ogrencilerinin cekirdekli kus ve yilan
eritrositlerinde ve maya hicrelerinde nukleini
izole ettiklerine dair calismalar da yayimlanmistir
[20,21]. Sonraki vyillarda c¢ekirdeksiz olan
prokaryotlarda da nulkleik asitlerin  varlid
go6sterilmistir [2]. Miescher 1871'de tuz-benzeri
bir protein ile disinda
I6kositlerdekine benzer o6zellikleri olan ntkleini
somon sperm hiicrelerinden saf olarak izole
ettigini bildirmis ve buldugu bu yeni proteini ise
"protamin" olarak adlandirmistir (gliniimizde de
ayni isimle anilmaktadir) [22]. Miescher 1871-73
yillari arasinda yaptigi sonraki calismalarinda
nikleini boda, kurbada ve sazan baldi gibi tiirlerin
sperm hicre cgekirdeklerinden de izole etmistir
[2]. Bu galismalar Hoppe-Seyler laboratuvarinda
calisan diger bir Albrecht
Kossel'in gelecekteki galismalarina isik tutmustur.
Kossel 1878'de maya hicrelerinde niklein Gzerine
yaptigi  calismalari  iceren ilk  makalesini
yayimlarken, bir yil kadar sonra nikleinin non-
protein komponentini izole ettigine ve ksantin ve
hipoksantininin onun yikim Grtnleri olduguna dair
yeni makaleler yayimlamistir [2]. Kossel 1884'de
makalesinde ise kus

sarisinda

kombine olmasi

arastirmaci  olan

yayimlanan bir

eritrositlerinde niklein ile kombine olan ancak
Miescher'in tanimladidi protaminden farkl yapida
olan bir protein tanimlamis ve ona histon adini
vermistir [2,23,24]. Miescher'in 6grencisi Richard
Altmann ise 1889'da Miescher'in niklein olarak
adlandirdidi yapinin yeni bir alt komponentini izole
etmis ve asit gibi davranan bu yapiya
"Nucleinsaure" (nukleik asit) adini vermistir [25].
Kossel yaptigi yeni calismalarla nikleinin ana
yapitaslarini (parin ve pirimidin bazlari, bir seker
ve fosforik asit) tanimlamis ve bu maddelerin
hicre gekirdegdi ile sinirli oldugunu dogrulamistir
[23]. Nukleik asitler de dahil olmak Uzere
proteinler (izerine vyaptigi calismalarla hiicre
biyolojisinin anlasilmasina sagladigi katkilardan
dolayr 1910 vyilinda Kossel'e Nobel &6dala
verilmistir [2,26,27]. GlUnlimdizde ise niklein ya
da nikleik asit yerine DNA'nin modern ismi olan
"deoksiribonukleik asit" terimi kullanilmaktadir.

Sonraki vyillarda nUlkleik asitlere olan ilgi
kismen azalmis olsa da ilk olarak 1906 yilinda
Hermann Steudel tarafindan ©ne slrilen ve
Phoebus Levene tarafindan gelistirilen
tetranldkleotit hipotezi ile vyeni bir dbénem
baslamistir [2,24]. Levene 1919'da DNA'nin baz,
seker (deoksiriboz) ve fosfat
olustugunu ve fosfat-seker-baz yapisinin birbiri ile

Unitelerinden

badlantih oldugunu bulmus ve bu Ugli yapiyi
nukleotit olarak adlandirarak nikleotit birimlerinin
de fosfat gruplari aracilidiyla birbirlerine
baglanarak bir dizi olustugunu 6ne stirmustir [2].
Ancak, Levene zincirin kisa oldugunu ve esit
oranlarda baz sabit ve tekrarlayici
didsindyordu. Torbjorn
Caspersson ve Einar Hammerstein ise 1934
yilinda DNA'nin sanildidi gibi kisa bir molekil
olmadigini  ve polimerik yapih  oldugunu
gostermislerdir [28]. Tetranilkleotit hipotezi
dogruysa DNA tek tip monomerlerden olusan bir
molekil olmaliydi ve bu nedenle onun yapitaslari

iceren,
dizilerden olustugunu

genetik bilgiyi kopyalamak igin uygun
olmayacakti. Tetranukleotit hipotezinin
popuilaritesi DNA'va olan ilginin proteinlere

yonelmesine neden olmustur, ¢inkd farkli yasam
formlar arasindaki kusursuz cesitliligin nedeni
olarak 20 farkh aminoasit ve bunlarin
kombinasyonlari daha glgli bir aday olarak
goruluyordu [2,29]. Ancak Erwin Chargaff ve
arkadaslart 1949 ve 1951 yillari arasinda farkl
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organizmalardan elde edilen DNA'larin baz
iceriklerini kromatografik yOntemler ile
inceledikleri galismalarinin sonunda baz igeriginin
tlrler arasinda farklihklar goésterirken, ayni tir
icinde sabit bir orana (ayni sayida adenin ve timin,
ayni sayida guanin ve sitozin) sahip oldugunu
belirleyerek tetranikleotit hipotezini
curatmuslerdir [30,31].

Bazi arastirmacilar ise DNA'nin X isini kirinim
paternlerini (kristalografif veriler) inceleyerek bu
molekllin G¢ boyutlu vyapisini agiklamaya
calismistir. DNA'nin dlzenli bir yapiya sahip
oldugunu gosteren ilk X-isini kirinim paternleri
1937 yilinda William  Astbury tarafindan
gosterilmistir [32]. Devam eden yillarda DNA'nin
yapisini tanimlamak igin ¢ ayri arastirma grubu
cesitli calismalar yapmistir [33]. Proteinlerin X-
Isint - kirilnim  paternlerini
yapilarini modellemeye c¢alisan Linus
Pauling liderligindeki ilk grup (California Institute
of Technology) 1948 yilinda bircok proteinin
helikal sekiller icerdigini kesfetmistir [34]. Pauling
proteinler Gzerine yaptigi calismalarda oldugu gibi
X 1sini kirinim paternlerini inceleyerek DNA'nin (g
boyutlu yapisini aciklamaya calismis ve 1953
yiinda DNA'nin (g yapida
olabilecedine dair dogru olmayan bir 6nermede
bulunmustur [35]. Ayni
(King's College London) bulunan Maurice Wilkins
ve ona sonradan katilan Rosalind Franklin de X-

inceleyerek onlarin
fiziksel

zincirli  sarmal

donemde Londra'da

iIsini verileri Gzerinden DNA yapisini agiklamaya
calisiyordu. Franklin 1952'de saf DNA &rneklerini
kullandigi calismalarin sonunda daha gelismis X-
Isinl verileri elde etmis ve Astbury'in 1937'de
gosterdigi X-isini kirinim paternlerinin varligini
dogrulamistir. sonuglara
dayanarak DNA’'nin sarmal yapili bir molekdl
olabilecegi fakat yapisini
ayrintih olarak ortaya koyamamistir [36]. Uclinci
grupta yer alan James D. Watson ve Francis Crick
(Cambridge Universitesi) ise Onceki
arastirmacilarin galismalarindan ortaya g¢ikan X-
Isint kirilnim paternleri ve nikleotitleri olusturan
molekillerin kimyasal yapilari Gzerinde calisip
spesifik baglanti noktalarini belirlemek suretiyle
(metal gubuklar ve toplar kullanip fiziksel modeller
insa ederek) 1953 yilinda DNA'nin orijinal yapisini
tanimlamiglardir. Watson-Crick modeline gére
DNA komplementer baz giftlerinden (A=T ve G=C)

Franklin elindeki

sonucuna varmis,

olusan "double-helix" yapili bir molekildd [37].
Watson ve Crick yaptiklari galismalar nedeniyle
(Franklin'in 6liminden sonra) 1962'de Nobel
odala almiglardir [27].

DNA'nin Goérevlerinin Agiklanmasi

Bilim adamlan bir yandan DNA vyapisini
aciklamak igin arastirmalar yaparken, diger
yandan da DNA’'nin fonksiyonlarini ortaya
koymaya calismislardir. Kossel yaptigi deneylerle
nikleinin enerji kaynadi veya deposu olarak islev
goérmedigini, bunun yerine gogalma ve yenilenme
sirasinda yeni protoplazmanin sentezi ile iliskili bir
molekl oldugu sonucuna varmistir [38]. Genetik
bilginin yapilarca tasindidini  ve
aktarilabilir oldugunu destekleyen ilk belirgin
kanit ise Frederick Griffith'ten gelmistir. Griffith
1928 yilinda yaptigi bir deneyde pnémokoklarin
éldirdlmts "S (smooth)" ile ayni
bakterinin canli ama kapsulstiz olan "R (rough)"
formlarini karnistirarak  bakterilerin kapsuil
olusturma oOzelliklerinin  kapsilstiz  formdaki
bakterilere transfer edilebilecedini gostermistir
(transformasyon prensibi) [39]. Bir diger 6nemli
calismayla da belirli proteinlerin spesifik genler ile
iliskili oldugu ortaya konmustur [40]. George
Wells Beadle ve Edward Lawrie Tatum 1941
yilinda bir (Neurospora crassa) X
Isinlarina maruz birakarak genetik mutasyonlara

molekiler

formlari

mantari

neden oldular. Sonra belirli mutasyonlarin
sonucunda (enzimlerde meydana gelen
bozukluklar nedeniyle) belirli metabolik

aktivitelerin etkiledigini gozlemlemisler ve her
genin kendi GrGnund (proteinini) Urettigini 6ne
slrerek (bir gen bir enzim hipotezi) 1958'de Nobel
odaltd  almiglardir [27]. Oswald Avery, Colin
MacLeod ve Maclyn McCarty'nin 1944 vyilinda
DNA'nin genetik bilgiyi tasidigini kanitlamalari ise
molekiler genetik ve biyolojinin dnemli dénim
noktalarindan biri [2,3]. Avery ve
arkadaslari cgalismalarinda kalitsal &zelliklerin
saflastirnimis DNA kullanilarak bir bakteriden
digerine, ya da boélinme sonucu olusan yavru
bakterilere transfer edilebilecedini ilk kez
goOstermislerdir. Kalitim igin proteinlerin gerekliligi
fikrinde olan arastirmacilar kritik bir dénim
noktasi olan bu bulusa slphe ile yaklasarak
6nemini kismen azaltmiglardir. Cinkl, DNA'yi
olusturan nikleik asitlerin kompozisyonu g6z

olmustur
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online alindiginda onlara goére, gercekte bu
molekiller genetik bilgiyi tasimak gibi kompleks
bir seyden sorumlu olmak igin gok basitti. Bununla
beraber Avery’nin arastirmalarinin sonucu g¢ok
acikt; "ndkleik asitler (DNA) bir organizmanin
genetik yapisindan sorumludur" [5]. DNA'nin
kalitimdaki roli ve genetik bilgi tasidigi 1952
yilinda Alfred Hershey ve Martha Chase tarafindan
da konfirme edilmistir. Hershey—Chase deneyi ile
Escherichia coli T2 bakteriyofajinin Gremesinde
DNA'nin genetik materyal olarak rol oynadigi
aclkca ortaya konmustur [41]. Molekdler
biyolojiye katkilari nedeniyle 1969 yilinda Hershey
Nobel &dultd almistir [27]. DNA'nin  genetik
ozelliklerin aktarimindan nasil sorumlu olabildigi
sorusunun cevabi ise Watson ve Crick tarafindan
DNA'nin ¢ boyutlu vyapisi ve genetik kod
hakkindaki tanimlamalarn ile ¢déztlmustar [5].

Watson ve Crick 1953 vyilindaki bu
modellemelerinden 2 ay sonra DNA igin baz
cgiftlerinin hidrojen badlar ile spesifik olarak
badglanmasina dayali semikonservatif replikasyon
modelini dnermislerdir [42]. Bu ikinci modele gore
replikasyonla meydana gelen cift zincirli her DNA
molekild biri orijinal DNA'dan gelen eski zincir ve
digeri sentezlenen vyeni
komplementer zincir olmak (zere iki zincirden
olusmaktaydi. DNA replikasyonu igin konservatif
ve dispersif modeller de dne strilmustir. Ancak,
1958 vyilinda E. coli hicrelerinin isaretli azot
molekdllerini prensibine  dayal
Meselson-Stahl deneyi ile cift sarmal yapinin
semikonservatif mekanizma ile replike oldugunu
dogrulanmistir [43]. Ayni yillarda (1957-1958)
Herbert Taylor ve arkadaslari otoradyografi
teknigi ile semikonservatif DNA replikasyonunun
okaryotlar icin de gegerli oldugunu kanitlayarak
Meselson-Stahl deneyini tekrarlamiglardir [44].
DNA replikasyonunun anlasiilmasina ydnelik
calismalar yapan Arthur Kornberg ve arkadaslar
ise 1957'de ilk DNA polimerazi (DNA polimeraz I)
E. coli'den ayristirdiklarini bildirmislerdir [45].
Kornberg ve arkadaslari DNA polimeraz I'in
varliginda in vitro DNA sentezi igin dort tip
deoksiribonikleozit trifosfat (dATP, dCTP, dGTP,
dTTP) ve kalip DNA'ya gereksinim oldugunu
gbstermigler ve bu bulus DNA replikasyonunun
daha agik bir sekilde anlasilmasini saglamistir ve
bu kesfinden dolayr 1959'da Kornbeg'e Nobel

onun Uzerinden

kullanmasi

odula  verilmistir [27]. Bu bilgiler 1sidinda
1960'larin ortalarinda Robert W. Holley, Har
Gobind Khorana, Heinrich Matthaei, Marshall W.
Nirenberg ve arkadaslar tarafindan (¢ bazin yan
yana gelmesi ile olusan kodonlarin amino asitleri
kodladidi (genetik kod) c¢6ziulmustir. Genetik
kodu ve protein sentezindeki fonksiyonlarini
yorumlamalarindan dolayr 1968'de Holley ve
Khorana'ya Nobel 6dull verilmistir [2,5,27,46].

RNA'nin Kesfi ve ilk Calismalar

DNA ve RNA'yr olusturan farkh kimyasal
yapilara dair ilk bilgiler 1903te Levene tarafindan
aciklanmis olsa da 1900'IG yillarin baslarinda
yapilan ilk calismalarda DNA ve RNA arasindaki
biyolojik farkhliklar agik olarak bilinmiyordu.
1930'lardan testleri
kullanilarak niikleik asitlerin iki farkh karbonhidrat
icerdigi gosterilmis ve RNA igin ortak isim olarak
"ribontkleik asit" tanimi kullaniimistir. Nikleozit
bilesim analizleri ile RNA'nin DNA ile benzer
nikleobazlar icerdigi, ancak RNA'da timin yerine
urasil ve klglk miktarlarda pseudouridine ve
dimetilguanin bulundugu go0sterilmistir [47,48].
arkadaslari 1955 yilinda
nikleotit difosfatazlarin polimerlesmesini katalize
etmek igin grubunu
parcalayabilen bir enzim (polinltkleotit fosforilaz)
tanimladiklarina dair bir bildiri yayimlamistir [49].
Nikleik asit sentezinde yer alan bir enzimin ilk kez
izole edildigi bu calisma sonraki yillarda homojen

sonra kimyasal tani

Severo Ochoa ve

onlardan bir fosfat

ntkleotit polimerlerin Uretilmesine kapi agmistir.
RNA sentez mekanizmasini aciklayan Ochoa'ya
1959 yilinda Nobel 6dalt verilmistir [27]. Bununla
beraber, Ochoa'nin buldugu ve polintkleotit
fosforilaz olarak adlandirmak istedigi enzimin
gercekte bir polimeraz dedil ribonikleaz oldugu
sonradan anlasiimistir. RNA polimerazlar ise ilk
olarak 1959'da Sam Weiss ve 1960'da Jerard
Hurwitz tarafindan, birbirlerinden bagimsiz olarak
kesfedilmistir [50].

Crick protein sentezi ve nukleik asitler
arasindaki iliskiyi arastirirken DNA (ve RNA)'nin
uzayan bir polipeptit zincirine 20 aminoasitten
birini spesifik olarak baglamak igin c¢ok fazla
dizenli bir yapiya sahip oldugunu fark etmis ve
1957'de "adaptor hipotezini" éne stirmuistir. Buna
gore spesifik RNA kodlari ve aminoasitler arasinda
bilgi aktariminda rol alan bir ara molekdl
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(ginimizde tRNA olarak bilinen) olmahydi
[51,52]. Crick ilk olarak 1957'de bir toplantida dile
getirdigi ve 1958'de yayimladigi bir makale ile
genetik bilginin DNA (veya RNA)'dan proteinlere
aktarildigini, ancak ters yonde bir bilgi akisinin
olmadidini ifade eden "molekiller biyolojinin
santral dogmasi" fikrini 6ne sirmustir [53].

1950'lerin sonunda ortaya gikan mesajci RNA
kavrami Crick'in 6ne stirdigl "santral dogma" fikri
ve Crick ile Sidney Brenner'in beraber tanimladigi
kodon kavramiyla iligkilidir [54]. Francois Jacob ve
Jacques Monod 1961 yilinda, bazi proteinlerin
ekspresyonunu dider genler (Uzerindeki belirli
bélgelerin diizenlendigini gostermis ve DNA ve
protein Urinler arasinda araci rol oynadigini
varsaydiklari bu molektllere mesajci (messenger)
RNA ismini vermislerdir [55]. Genlerin (bakteri ve
virtislerde) nasil regule edildigi
yaptiklari analizler nedeniyle Jacob ve Monod
1965'te Nobel 6dalt almiglardir [5,27]. DNA'nin
icerdigi bilgiler ve proteinler arasindaki iliski
(genetik kod) 1961-1965 yillari arasinda acgik
olarak tanimlanmistir. Warner ve Rich 1964'de
ribozomlarin  protein
gdstermis ve

konusunda

sentezinde aktif rol
oynadigini mRNA  kodlarini
ribozomlara aktaran soluble RNA molekillerinin
(tRNA) fonksiyonlarini agiklamaya calismiglardir
[56]. tRNA vyapisiyla ilgili ilk énemli bilgiler ise
1965 yilinda Holley ve arkadaslarindan gelmistir
[57]. Arastirmacilar tRNA molekdllerini izole edip
ve sekanslamis ve elde ettikleri birkag tRNA
dizisine dayali olarak yonca yapradi yapisi olarak
bilinen bir sema c¢ikarmiglardir. Holley'in
bildirisinden birkag yil sonra Levitt (1969) 14 farkh
tRNA sekansini inceleyerek tRNA icin bir tersiyer
yap! tanimlamistir [58]. Sonraki yilinda gesitli
gruplar tRNA vyapisini acgiklamak icin tRNA
kristalleri Urettiyseler de sinirh kalitedeki bu
kristalografi paternleri tRNA yapisini belirlemek
icin yeterli verileri saglamamistir [59]. Susman ve

arkadaslari 1978'de tRNA'nin kristal yapisini
tanimlamayi basarmislar ve Holley'in yonca
yapragi tanimlamasini ve Levitt'in tersiyer
etkilesimlerini dogrulamislardir [60]. 1981'de

tRNA molekdlllerinin sekonder vyapilari ortaya
konmustur [61]. tRNA'nin vyapisal biyolojisinin
acik olarak tanimlanmasi RNA fonksiyonlarinin
anlasilmasinda 6nemli bir basamak olmus ve
1990'larin ortalarinda nukleik asitler (zerine

yapilan arastirmalarda &nceki
belirgin bir artis gérilmustur.

yillara kiyasla

David Baltimor tarafindan 1970 vyilinda
RNA'dan DNA kopyalarinin sentezlenmesine
olanak sadlayan ters transkriptazlarin kesfi ile
genler ve protein sentezi arasindaki iliskileri
aciklayan "santral dogma" fikrinin tersi yoninde
de bilgi aktariminin mimkin  olabildigi
goOsterilmistir [62]. Baltimor bu kesfi ile 1975'de
Nobel &dult almis ve 2010 yih itibariyle RNA
calismalarini iceren deneysel calismalari nedeniyle
Nobel 6dili kazanan bilim adami sayisi 30'a
ulasmistir [27].

Son zamanlarda cift sarmalli RNA'nin gen-
spesifik susturmaya (RNA interferans veya RNAI)
neden oldugu bulunmustur [63-65]. Deneysel
olarak ilk defa 1998’de Caenorhabditis elegans'ta
dsRNA'nin, gen ekspresyonunu spesifik ve selektif
olarak inhibe ettigini gosterilmis ve bu olaya RNA
interferansi (RNAi) adi verilmistir. Buglin RNAI
funguslar, bitkiler, omurgasizlar, memeliler gibi
bircok tlirde gosterilmistir [66-68]. Kisa, sentetik
RNA dublekslerinin memeli hicrelerinde RNAi'na
yol acgabildiginin gosterilmesi hlicre biyolojisinin
anlasilmasi icin ¢ok guglu bir arag olmustur. Gen
tedavisi igin kritik 6nem tasiyan bu konudaki
cabalarin  codu stratejisi"
tanimlanan bir mekanizmaya dayalidir. Bu strateji
uygun bir dizi ile hibridizasyon
translasyonun engellenmesi veya bir RNA-DNA
hibridinin RNaz H-aracilh yikimi tetikleyebilmesi
prensiplerini icermektedir [51].

"antisens olarak

varliginda

Deneysel DNA Sentezi ve Hibridizasyon

DNA  yapisinin ve calisma akisinin
aydinlatilmasindan sonra arastirmacilar kimyasal
gen sentezi yapilabilmek icin yogun cabalar sarf
etmiglerdir. 1Ilk olarak Michelson ve Todd 1955
yilinda ilk in-vitro dinldkleotit (ditimidil, pTpT)
sentezini yaptiklarina dair bir rapor yazmistir [69].
Ancak sentezledikleri bu yapi ¢ok stabil dedildi.
1957'de oligonUkleotitlerin  fosfonat
gerceklestirilmistir [70]. Sonraki yillarda Khorana,
Letsinger ve Carruthers ve diger arastirmacilar
tarafindan  fosforamidit ve fosfit triester
metotlarinin  gelistirilmesi  ve  oligonUkleotit
sentezinin kati faz lzerinde yapilmasina olanak
saglayan yaklasimlarin gelistirilmesi (1965) ile
daha uzun ve stabil oligonukleotitlerin

sentezi
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sentezlenebilmesi mimkin olmustur [6,51].
Oligontkleotit sentezinin basaril olarak
yapilabilmesi ve bazi genlerin nikleik asit dizi
verilerinin (sekans motifleri) belirlenmesi yari-
sentetik hibridizasyon problarinin tasarlanmasina
olanak sadlamistir. Komplementer dizilerin
varliginda onlarla hibridize olan bu problar
kompleks ntkleik asit karisimlari icinde spesifik
RNA ve DNA pargalarinin tespit edilmesi ve
tanimlanmasini sadlamistir [71]. Hibridizasyon
tekniklerinin déncisiu sayilabilecek ilk uygulamalar
ise 1960'h vyillarda yapilmis ve 1969 vyilinda
nukleik asitleri hedef dokular ya da hiicreler iginde
(ekstrakte etmeye gerek olmaksizin) tespit
etmeye imkan veren "in situ hibridizasyon" (ISH)
teknigi tanimlanmistir [72].

Sonraki enzimleri
kesfedilmis (1970) ve bu enzimlerin hibridizasyon
metotlari ile kombine edildigi yeni teknikler
gelistirilmistir. Edwin Southern tarafindan 1975
yilinda ilk blotlama teknigi olan Southern blotlama
teknigi tanimlanmistir [73]. Alwine, Kemp ve
Stark tarafindan da 1977 yilinda Southern
blotlama ile benzer bir yéntem olan Northern

blotting yontemi gelistirilmistir [74]. Bu tekniginin

yillarda  restriksiyon

Southern blotlamadan major farklihgi bu
yéntemin DNA'dan ziyade RNA analizinde
kullanilmasi  ve RNA'nin sekonder vyapisini

acabilmek icin ekstra basamaklara gereksinimi
olmasidir [5]. Nikleik asitler arasindaki
hibridizasyon varliginin gérintilenmesi icin ilk
zamanlar radyoaktif isaretler-etiketler
kullanilirken,  sonraki  vyillarda
dezavantaj olan radyoaktif etiketlerin yerini gesitli
non-radyoaktif kimyasallar (kolorimetrik, kemo-
floresan) almistir. Radyoaktif olmayan ISH
teknikleri 1977 ve 1980°li yillarda gelistirilmistir
[75,76]. 1980'lerin ortalarina kadar Southern blot
hibridizasyon ydntemi g¢ogu molekller tani
laboratuvarinin 6énemli bir pargasi
Ancak, uygulama zorluklarinin yaninda duslk
duyarlilkli  olmalari nedeniyle hibridizasyon
prensibine dayali bu ilk y&éntemlerin klinik
yararlari sinirli kalmistir [6,71,77].

onemli bir

olmustur.

Amplifikasyon Teknikleri

Duasuk titreli viral enfeksiyonlarin, 16semili
hastalarda minimal rezidiel hastalik varliginin,
genlerdeki nokta

mutasyonlarinin veya

timorlerdeki genetik bozukluklarin tespiti gibi
disuk sayili molekdillerin algilanmasinin  klinik
olarak dnemli oldugu durumlar saptama duyarlilig
cok daha gugcli olan yeni testlerin gelistirilmesi
igin itici bir gig¢ olmustur. Bu amagla, saptama
Oncesinde hedef nlkleik asitlerin veya hedefi
saptama amaciyla kullanilan sinyallerin veya
problarin cogaltiimasi (amplifikasyonu) prensibine
dayall yeni yaklasimlar gelistirilmistir. Bdylece
DNA ve RNA tespit protokollerinde sinirlayici bir
adim olan hibridizasyon-prob algilama
protokollerinin  duyarlilhik asiimistir
[71,78]. Amplifikasyon tekniklerinden en yaygin
kullanilani ise polimeraz zincir reaksiyonu (PCR)
yontemi olmustur. Bu ydntemin tarihgesi bir
sonraki baglikta ele alinmistir. Bir taraftan PCR
drdnlerini saptamak ve tanimlamak icin PCR ile
diger yontemlerin kombinasyonunu iceren yeni
yontemler gelistirilirken, diger taraftan farkl
amplifikasyon ve tespit sistemleri tanimlanmistir
(Tablo 1). PCR isleminin baslangicinda revers
transkriptazlarin kullanildigi bir 6n basamak ile
RNA kantitasyonu da mimkuin olmustur [5].

sorunlari

1990'lardan itibaren nikleik asit hedeflerin
dogrudan amplifikasyonu (transkripsiyon bazl
amplifikasyon, 3SR), nikleik asitlere hibridize
olan problarin amplifikasyonu (Qb replikaz, LCR;
ligaz zincir reaksiyonu) ve sinyal amplifikasyonu
(bDNA, hibrit capture) prensipleri ile galisan test
sistemleri gelistirilmistir [7,9,17,71,78].

Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR)

Genetik kodun ¢6zilmesinde biylk katkilar
olan Khorana, DNA
inceleyerek sentetik oligonikleotit UGretimi igin
calismalar yapiyordu (Khorana projesi) [46].
Khorana bu galismalarinin birinde 1971'de DNA
polimerazin

tamir mekanizmalarini

tekrarlayan aplikasyonlarini
(uygulamalarini) iceren ve PCR'dan farkh olarak
tek bir primer-kalip kompleksinin olustugu ve bu
nedenle amplifikasyonla sonuglanmayan bir
yontem tanimlamistir [79]. Ayni tarihlerde (1971)
Khorana'nin laboratuvarindaki arastirmacilardan
Kleppe ve arkadaslan cift zincirli DNA'nin bir
bdlgesini kopyalamak igin iki adet DNA sentez
primerinin kullanildigi PCR'a gok benzeyen farkli
bir yéntem tanimlamiglardir [80]. Fakat primer
sentezi ve saflastirlmasindaki
problemler nedeniyle galismalar sinirlh kalmis ve

polimeraz
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takip eden 12 vyl iginde bu yaklasimlarin
tekrarlanarak amplifikasyon formatinda
kullanilmasi distindlmemistir. Kary Mullis 1983
yili baharinda Kuzey Kaliforniya daglari arasindan
gectigi bir gece yolculugu boyunca "Guzel bir fikir
bazen sen onun igin bakmiyorken geliverir"
sozlerini dustnlrken bir hesaba baslamis ve
aklina onu PCR'l gelistirmeye sevk eden bir ilham
gelmistir. PCR isleminin pratik yonleri Mullis’in
calistigi Cetus Corporation sirketi tarafindan
gelistirilmis ve nihayetinde Mullis 1991 yilinda 300
milyon dolar karsiliginda PCR igin tim haklarini bu
sirkete devretmistir [81). PCR’In mucidi Kary
Mullis 1993 yilinda Nobel édult almistir [27].

PCR baslangicta E. coli'den izole edilen bir
non-termostabil DNA badimli DNA polimeraza
(Klenow parcacigi; E. coli DNA polimeraz I)
dayanmaktaydi. DNA polimeraz 1
parcasinin kullanildigi PCR ile ilgili ilk makale 1985
yilinda yayimlanmistir [82]. Bu polimeraz non-
termostabil dodasi  nedeniyle her PCR
déngusiinden sonra Isi ile inaktive oluyordu. Ilk
PCR isleminin tarif edilmesinden 10 yil kadar dnce
tanimlanmis olan termostabil DNA polimerazlarin
PCR teknolojisinde kullanilmaya baslanmasi ile
DNA bagimli DNA polimerazlarin her PCR
doéngisinden inaktive olmasi

Klenow

sonra sorunu
cozulmis ve zahmetli ve kontaminasyon riski
tasiyan bir prosedir olan her doéngl sonrasinda
taze enzim ekleme islemleri artik gereksiz hale
gelmistir [71]. Bu yeni gereksinime cevap olarak
Uretilen 1s1 doéngu (termal cycler)
1986'lardan sonra kullanilmaya baslanmistir.
Yiksek sicakliklarda yasayabilen bir bakteri tlrG
olan Thermus aquaticus'tan izole edilen Tag DNA
polimeraz’in PCR’da kullanildiini aciklayan ilk
makale ise 1988 yilinda yayimlanmistir [83].
Amplifikasyon Urinlerinin devam eden reaksiyon
ile eszamanh gérintilenmesi ve kantitasyonuna
imkan veren real-time PCR konsepti 1992-93

cihazlari

yillarinda glindeme gelmis ve glinimizde yaygin
olarak kullanilmaktadir [71,77,81].

Restriksiyon Endoniikleazlar

Molekiler taninin bir diger énemli araci ise
bakteriyel restriksiyon-modifikasyon sistemlerinin
bir parcasi olan restriksiyon enzimlerini kullanan
yontemlerdir. Restriksiyon enzimleri ile ilgili ilk
calismalar Werner Arber tarafindan yapilmistir

[84,85]. Hamilton Smith ve arkadaslari DNA'yi
kesen ilk restriksiyon enzimini 1970 vyilinda
Haemophilus influenzae’'dan izole etmislerdir
[86]. Restriksiyon enzimlerinin kesfi molektler
genetik alaninda 6nemli uygulama kolayliklari
sagladigi gibi, molekiler tani icin de vyeni
secenekler sunmustur. Kelly ve Smith’'in [87]
1970 yilinda yaptiklar restriksiyon enzimlerinin
sekans spesifitesi ile ilgili galismalar ve Danna ve
Nathans’in [88] 1971’de restriksiyon enzimlerini
kullanarak viral DNA'nIn restriksiyon
fragmanlarini karakterize etmeleri bu konulardaki
6nemli calismalardir. Restriksiyon enzimleri
Uzerine vyaptiklari calismalar Arber, Smith ve
Nathans’a 1978 yilinda Nobel 6dila kazandirmistir
[27]. Restriksiyon enzimlerinin kullanildigi 6nemli
bir tani araci olan RFLP (Restriction Fragment
Length Polymorphism)'nin insan hastaliklarini
kapsayan gen haritalamadaki ilk kullanimi David
Botstein [89] tarafindan yapilmistir. Simdilerde
ise RFLP ybnelik gen
haritalanmasinda vakalarda DNA
orneklerinin farkl

hastaliklara
degil adli

identifikasyonu gibi
alanlarda da kullanilmaktadir [5].

sadece

kesin

Dizi Analizi Teknikleri

daha klglk dizilemelerde
kullanilan dizi analizi ydntemleri son vyillarda
blylk o6lcekli dizileme projeleri igin anahtar
olmustur. DNA dizi yapmak igin ilk
zamanlarda iki ana yéntem gelistirilmistir. Bunlar
kimyasal
metodu [90] ve enzimatik zincir-sonlandirma
metodu (ddNTPs, dideoksi dizileme) olarak bilinen
Sanger dizileme [91] teknikleridir. Tanimladiklari
nukleik asit
dinyasina 6nemli katkilari nedeniyle Gilbert ve
Sanger 1980'de Nobel édult almislardir [27].

DNA dizi analizi ile ilk olarak 1977'de bir
bakteriyofajin tam genom dizisi belirlenmistir
[92]. Daha sonraki yillarda dizileme galismalari
devam 1995'te ilk bakterinin
(Haemophilus influenzae), 1996'da ilk dkaryotun
(Saccharomyces cerevisiae), 2000'de meyve
sinedinin (Drosophila melanogaster) tam genom
dizileri belirlenmistir [93-95]. Insan genom
projesine 1991 yilinda baslanmis ve 2003-2005
yillari arasinda insan genomunun neredeyse
tamami dizilenmistir [5,6]. GUnlimuizde ise hizli ve

Ilk zamanlar

analizi

metot olarak bilinen Maxam-Gilbert

sekanslama metotlarinin  bilim

etmis ve
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ylksek kapasiteli yeni nesil dizi analizi teknikleri
kullaniimaktadir [12].

Molekiiler Genetik Uygulamalarin Gelisimi

Sentetik oligonlkleotitler ve oligonukleotit
analoglari ile yapilan uygulamalar tedavi amaci da
dahil olmak (dzere gen ekspresyonunun
modllasyonu ve gen manipillasyonu igin
kolayhklar saglamistir. Bu gelismenin yaninda
spesifik restriksiyon enzimlerinin kesfi ile gen
klonlanma calismalarinin yolu agiimistir. DNA'nin
manipule edilmesiyle baslayan sireclerin sonunda
molekuler tekniklerin insan hastaliklarinin genetik
temelini ¢dzmeye yardim etme gicunin farkina
varilmistir. Bdylece hormonlarin, enzimlerin ve
diger dogal
saflastinlmalari yerine onlarin sentezi yoluna
gidilmis ve biyoteknoloji endistrisi igin yeni bir
cag baslamistir. Laboratuvar ortaminda
hormonlarin tek seferde bol miktarda Uretilmesi
ile cesitli hastaliklarin tedavisi pratik bir hale
gelmistir [5]. Rekombinant DNA igin ilk fikir
Stanford Universitesi'/nden Prof. Dale Kaiser'in

proteinlerin kaynaklarindan

ogrencisi Peter Lobban (bir ylksek lisans
ogrencisi) tarafindan ortaya atimistir. 1Ilk
rekombinant DNA molekdlinin hicre igi

replikasyonu ve (lretimi ise 1972 ve 1973
yillarinda basarili olarak gergeklestirilmistir [96-
98]. Rekombinant DNA calismalari Poul Berg'e
1980 yihinda Nobel édultd kazandirmistir [5,27].

Genetik modifiye bakterilerin (Escherichia coli)
kullanilmasiyla 1977 yilinda ilk rekombinan insan
hormonu (somatostatin) sentezlenmistir [99].
Rekombinant DNA teknolojisi ile gelistirilen
genetik modifiye bakterilerin kullanildigi ilk lisansl
ilag olan insan insllini (Humulin) 1982 yilinda
Genentech tarafindan uretilmeye baslanmistir
[100]. 1983’te bir mayaya ait 2 megabazlik ilk
yapay kromozom sentezlenmistir [101]. Iskog
bilim adamlarinin 1997'de eriskin bir koyundan bir
koyun (Dolly) klonlamalari genetik bilimine yeni
bir boyut daha getirmistir [4].

Sonug

Bu makalede bir asir dnceki temel teknikler
ve nispeten basit cihazlarin (Resim 1 ve 2) yardimi
ile yapilan ilk kesiflerden baglayarak glinimuzde
yaygin
gelistirilmesine uzanan sirecte hangi fikirlerin
birbirine yardim ettigini ve buglinlin pratik
araglarinin  hangi c¢abalarin sonunda bizlere
ulastigini anlamamiza yardimci olabilecek kisa bir

olarak  kullanilan ileri tekniklerin

tarihce sunulmustur. Bilgiye erisimin kolaylastigi
ve teknolojik altyapi ve arastirma imkanlarinin
yayginlastigi ginimizde gencg fikirlerin ve sinir
konulmamis  kabiliyetlerin  dogru  hedeflere
odaklamasi halinde gelecekte insanlida hizmet
edecek yeni kesifleri goérebilir veya bir pargasi
olabiliriz.

Tablo 1: Molekiler tekniklerin gelisiminde énemli kesifler [2,5,6,77,102-104].

Tarih (yil) Onemli gelismeler ve kesifler

1869-71  DNA'nin bulunmasi ve izole edilmesi
1953 DNA'nin ¢ boyutlu yapisi tanimlandi
1957 Kisa oligonUkleotitlerin fosfonat sentezi
1957 DNA polimerazlarin kesfi ve izolasyonu
1959-60 RNA polimerazlarin kesfi ve izolasyonu
1965 Kati faz oligontkleotit sentezi

1965 Kisa RNA'larin enzimatik sentezi

1969 In-situ hibridizasyon teknigi

1970 Restriksiyon enzimlerinin kesfi

1970 Ters (reverse) transkriptazlarin kesfi
1975 Southern blotting teknigi tanimlandi
1977 DNA dizi analizi ydntemleri

1978-80 | RFLP analizi teknigi gelistirildi

1984 Pulsed Field Jel Elektroforezi (PFGE)

Tarih (yil) Onemli gelismeler ve kesifler

1984 Polimeraz zincir reaksiyonunun kesfi
1984 DNA parmak izi analizi

1985-86 Termostabil DNA polimerazlar

1986 Otomatize DNA dizi analizi

1986 Floresan in situ hibridizasyon (FISH)
1988 MALDI-TOF kitle spektrofotometresi
1988-91 | DNA cip konseptinin baslangici

1989-91 | Termofilik DNA ligazlar ve LCR

1991 Peptit nikleik asit problari (PNA)

1992 Strand-displacement amplifikasyon (SDA)
1992-93 | Real-time PCR

1992-93 | Branched (dalli zincirli) DNA

1996 Molekiiler fener (beacon) problari

1996 DNA cip (DNA mikroarray) uygulamalari
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Q) Roux tarafindan tadil edilmis U As! hazirlamada kullanilan bir @ Musladdem tahsiri igin etiiv cihazi UTeIklh (asllama)
Pasteur’lin etiiv cihazi stizme (filtrasyon) cihazi siringalar

g Eolex 054 052! a2 ol Jmn — ¥ 5 5

oS m e K Seabe @ il Bl — vy Ke
s ode S ) S Ay Ko Soads]
.

AR PN

Q Kasremak cihazi (kuduz asisi hazirlamada & ) Hurdebin @ Chamberland otoklavi
kullanilan cihaz) (mikroskop)

A. Bir hiicrede mustahzir (hazir) ii¢ sinif reseptorler

B. Reseptdrlerin kendilerine mahsus olan antijenler ile birlesmesi ve yeni reseptorlerin kemale gelmesi;
T. Esgal olunan reseptorler yerine hiicrenin yeni reseptorler hazirlayarak fazlasinin disari atilmasi.

1. Sinif reseptdr: Tetanos antitoksini. 2. Sinif reseptdr: Tifo aglitinini. 3. Sinif reseptér: Kolera
amboseptorii 4. Tetanos toksini. 5. Tifo basili 6. Kolera basili.

Resim 1. 19. Yuzyil'n sonlarinda basta Avrupa (lkeleri ve Osmanli Imparatorlugu hastane ve
laboratuvarlarinda asi gelistirme galismalari, antijen-antikor etkilesimlerinin arastiriimasi ve temel biyolojik
testler ve analizlerde kullanilan bazi cihaz ve ekipmanlar [105,106].

Resim 2. A, C, D: 19. Ylzyilin sonlarinda Hilal-i Ahmer (Kizilay) tarafindan kurulan ilk hastanelerden bazilarinin
bakteriyoloji laboratuvarlari. B: Erzurum Sivas Osmanli Hilal-i Ahmer Hastahanesi Mikrophanesi. E: Bashekim
Dr. Sever Kamil Bey laboratuvarda galisirken. [107,108]
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Cikar beyani: Yazarlar gikar gatismasi bildirmemistir. Finansal Destek: Bu calismaya finansal destek
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