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Son yillarda kamuoyunda en ¢ok ilgi ¢ceken konulardan biri de genetik bilimindeki
gelismeler. Genetik bilimindeki hizli ilerleme anahtar diyebilecegimiz kimi teknolojilerin
gelistirilmesiyle miimkiin oldu. DNA sifresinin ¢6ziilmesini saglayan yontemler

bu teknolojilerin en 6énemlilerinden biri.

Peki, DNA sifresinin ¢oziilmesi ne anlama geliyor? DNA aslinda viicudumuzu
olusturan bir¢ok organik molekiilden biridir. Ancak onu 6tekilerden daha 6nemli kilan,
tiim biyolojik 6zelliklerimiz konusundaki belirleyici gorevidir. DNA bu gorevi,

tasidig: kalitsal bilgi sayesinde gerceklestirir. DNAnin bilgi tastyabilmesiniyse 6zel
kimyasal yapisi saglar.
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DNA'nin Yapisi

DNA molekiilii, viicudumuzdaki birgok orga-
nik molekiil gibi polimer yapidadir. Ayn1 ya da
benzer yapitast molekiillerin birbirine eklenme-
siyle olusan yapiya polimer denir. DNA’y1 olus-
turan yapitagt molekiillerin adi da niikleotiddir.
DNA’y1 birbirine benzer halkalardan olugan bir
zincire benzetebiliriz. Zaten DNA dizisine DNA
zinciri de denir. DNA'y1 olusturan niikleotidler
temelde benzer bir yap1 tasimakla birlikte DNA,
kiigiik kimyasal farklar: bulunan doért tip niikle-
otidden, A (adenin), T (timin), G (guanin) ve C
(sitozin) olusur. Kolaylik saglamas: i¢in niikleo-
tidlere kisaca baz adi da verilir. DNA zincirinde-
ki bazlar birbirine kimyasal baglarla baglanarak
DNA zincirini olusturur.

Iste, DNA’nin sifresini ¢6zmek, bir DNA mo-
lekiiliindi olusturan bazlarin (A, T, C, G) tipini ve
sirasini dogru sekilde saptamak anlamina geliyor.
Bunun nasil yapilabildigini anlamak i¢in DNAnin
yapisini biraz daha incelememiz gerekiyor.

DNA molekiilii, bazlarin dizilmesiyle olusan iki
zincirin birbirine sarilmasiyla olusur. Yani DNA,
¢ift zincirli bir yapidir ve bu yap: “ikili sarmal” ola-
rak da adlandirilir. Bu iki zincir, bazlar arasinda-
ki etkilesim sayesinde bir arada durur ve bdylece
iki zincir tzerindeki bazlar karsilikli konumlan-
mis olur. Ancak bazlarin DNA ¢ift sarmalindaki
bu karsilikli konumlanmasi rastgele degildir. “A”
tipi bir baz her zaman “T” tipi bir bazla, “C” tipi
bir baz da her zaman “G” tipi bir bazla kars1 karsgi-
ya gelir. Yani ikili sarmali olusturan iki DNA zin-
ciri birbirini tamamlayan dizilere sahiptir.

PCR Yontemi

PCR (polimeraz zincir tepkimesi), DNA mo-
lekiillerini hiicre disinda ¢ogaltmaya yarayan bir
yontemdir. Normalde hiicrelerimizdeki DNA mo-
lekiilleri, yani kromozomlarimiz hiicre boliinme-
sinden hemen 6nce eslenir. Yani her kromozomun
aynisindan birer kopya sentezlenir. Bu da boliin-
me sonrasinda olusan her yavru hiicreye esit mik-
tarda DNA aktarilmasini saglar. Bilim insanlari,
cesitli amaglarla DNA molekiiliiniin kopyalanma-
sint hiicre disinda, deney tiipti icinde gergeklestir-
mek i¢cin PCR yontemini gelistirmistir. Bu yon-
tem, dogal siirece benzer sekilde tasarlanmigtir.

Hiicre igindeki DNA esleme siirecinde birgok
protein ve enzim gorev alsa da DNA sentezini asil

DNA sifresinin yani baz diziliminin ¢ézilebilmesi, 1953'te Watson ve Crick'in
DNA'nin molekdler yapisini kesfetmesinden ancak 44 yil sonra
gerceklesebildi. 1977'de DNA dizi analizi icin iki farkli yontem gelistirildi.
Bunlar ABD'li molekailer biyologlar Allan M. Maxam ve Walter Gilbert'in

gelistirdigi kimyasal parcalama yéntemiyle ingiliz biyokimyaci Frederick
Sanger'in gelistirdigi zincir sonlandirma yéntemiydi. Baslangigta iki yontem de
yaygin olarak kullaniliyordu. Ancak bircok nedenden dolayi glinimiizde
yaygin olarak kullanilan yntem, zincir sonlandirma yontemi oldu.

Zincir sonlandirma yontemi, daha dnce gelistiriimis olan DNA'yi

hiicre disinda ¢cogaltmayi saglayan polimeraz zincir tepkimesi (PCR) yontemiyle,
DNA'y1 dolayl olarak gérmemizi saglayan jel analizi ydntemlerine dayanir.

gerceklestiren DNA polimeraz adli bir enzimdir.
Hiicre iginde DNA eslemesi kabaca soyle gercekle-
sir: Yeni DNA zincirinin sentezlenmeye baslamasi
icin “primer” denen kisa, tek zincirli, onciil bir baz
dizisi gereklidir. Normalde ¢ift sarmal olan DNA
dizisi, eslemenin yapilacag1 bolgede cesitli enzimler
yardimiyla agilarak zincirlere tek tek ulasilabilmesi
saglanir. Primer dizisi kopyalanacak DNA molekii-
laniin kicik bir boliimiint tamamlar niteliktedir.
Boylece her bir primer dizisi kopyalanacak olan ka-
lip DNAnin bir zincirine baglanir. Yeni DNA zinci-
rinin olusmasi, DNA polimeraz enziminin primere
yeni bazlar eklemesiyle gerceklesir. Yeni DNA zin-
cirleri, var olan zincirlerin her biri tek tek kalip ola-
rak kullanilarak sentezlenir. Yani yeni DNA zinciri,
sablon zincirdeki bazlara karsilik gelecek bigimde
yapilir. Ornegin, “A” tipi bir bazin karsisina “T”
tipi bir baz,“C” tipi bir bazin kargisina da “G” tipi
bir baz gelir. Sonunda sentezlenen yeni zincir, kalip
zincirle yeni bir ikili sarmal olusturur.

PCR yonteminde de DNAnin ¢ogaltilmasi yani
kopyalarinin yapilmasi, yine DNA polimeraz en-
zimi sayesinde olur. Deneysel ¢alismalar i¢in ge-
rekli DNA polimeraz enzimleri, ¢esitli mikroor-
ganizmalardan elde edilir. PCR yénteminde dnciil
diziler yani primerler, ¢ogaltilacak DNA dizisine
ozgii olarak ve o dizinin kii¢tik bir bélimiini ta-

mamlar nitelikte énceden sentezlenir. Cogaltila-
cak cift zincirli DNAn1n zincirleri, her bir zincirin -
kopyalarinin yapilabilmesi i¢in birbirinden ayril- “T" :
malidir. Bu da sicakligin artirilmasiyla saglanir. %’2
DNA zincirlerini bir arada tutan kuvvetler, baz- 6lc
lar arasindaki gorece zayif etkilesimlerden kay- % E
naklandig1 igin ikili sarmal yiiksek sicakliga kargt 715
duyarlidir. Yani yiiksek sicakliklarda, ikili sarma- <%

I1 olugturan zincirler birbirinden ayrilir. Sicaklik

; LRI I LR s hiring 5 DNAnin sifresini ¢6zmek,
yeniden du:?ur}lldu'gundeY.se. t.nr.blr.mln kargihigr O riten olushn bi
olan DNA zincirleri tekrar ikili zincir olusturur. bulmacayi cgzmeye benziyor.
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DNA Dizi Analizi Nasil Yapilir?
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Polimeraz Zincir Tepkimesi:

1. Sicaklik yiikseltilerek DNA ift zincirinin birbirinden aynimasi
saglanir. )

2. Bu sirada ortamda serbest halde primer dizileri vardur. Iki tip
primer bulunur.

3. Sicaklik tekrar diisiriildiigiinde birbirini tamamlayan DNA zinci-
leri ift zincir olusturur. Ortamda bol miktarda primer dizisi bulun-
dugu icin pek cok DNA dizisi primer dizileriyle eglesir.

4. DNA Polimeraz enzimi, kalip DNA zincirleriyle eslesen primer
dizilerini kalip DNA zincirine uygun sekilde bazlar ekleyerek ta-
mamlar.

5. Yarisi kalip zincirden, yansi yeni sentezlenen zincirden olugan
DNA ¢ift zincirleri olusur.

PCR tepkimesinin gergeklesecegi
karigimda, kopyalanacak DNA, o6nce-
den sentezlenen kisa primer DNA dizi-
leri, yeni zincire eklenecek bazlar (A, T,
C, G), DNA polimeraz enzimi ve tepki-
melerin gerceklesmesini saglayacak or-
tami olusturan 6zel bir ¢6zelti bulunur.
Her ne kadar DNA dendiginde tek bir
seyden s0z ediliyormus gibi gelse de as-
linda karigimda bulunan DNA’larin,
primerlerin, bazlarin ve enzimlerin ¢ok
sayida -yiuizbinlerce ya da milyonlarca-
oldugunu unutulmamalidir. Bunlarin
hepsi de ¢ok kiigitk molekiiller oldugu
i¢in bir tiipiin i¢inde bunlara miidahale
edebilmek, ancak bu molekiillerin ¢ok
sayida bulunmasiyla olanakl: olur.

PCR yo6nteminde 6nce sicaklik yiik-
seltilip kopyalanacak DNA’nin zincirle-
ri birbirinden ayrilir. Sicaklik yeniden
distiraldigiinde birbirini tamamlayan
nitelikteki DNA zincirleri bir araya ge-
lir. Buradaki 6nemli nokta, bazi DNA
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Dizii belilenecek olan DNA molekiili
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DNA Dizi Analizi:

1. Sicaklik yiikseltilerek zincirler birbirinden aynilir. Sicaklik tekrar
diisiiriilerek primerlerin baglanmasi saglanir.

2. Ortamda normal bazlar ile zincirin uzamasini sonlandiran farkli
nitelikteki dideoksi bazlar bulunur. Her dideoksi baz tipi farkli renk
bir floresan isaret tasr.

3. DNA polimeraz enzimi zincirleri cogaltmaya baslar. Ancak her
dideoksi baz eklenen zincirin uzamasi durur. Bdylece farkl uzun-
luklarda DNA zincirleri olusur.

4. Bu islemin sonunda elde edilen karisim 6zel jelin iinde yiiriitii-
lerek incelenir. Lazer 151k altinda inceleme yapildiginda farkl flore-
san renkler gozlemlenir. Farkli uzunluktaki DNA zincirleri jel icinde
birbirinden ayn konumlanir. Tek bir baz farki bile gdzlemlenebilir.
Her zincirin sonunda o zincirin sentezini sonlandiran dideoksi baz
oldugu icin jelin icinde o dideoksi bazin iinde goriiniir. Boylece her
konumda hangi tip baz oldugu ortaya ¢ikmis olur.

zincirlerinin kendilerini tamamlayan
biitiin haldeki zincirlerle eslesirken ba-
zilarinin kisa primer dizileriyle esles-
mesidir. Boylece ortamda orijinal DNA
¢ift sarmallari ile bir orijinal DNA zin-
ciri ve bir kisa primer dizisinden olusan
hibrit DNA molekiilleri olusur. DNA
polimeraz enzimi, kisa primer dizisinin
ucunu, orijinal DNA zincirindeki baz-
lara karsilik gelecek bazlar ekleyerek
tamamlar. Boylece orijinal ¢ift zincir-
li DNA molekiiliiniin aynisi olan DNA
molekiilleri olusmus, yani DNA mole-
kiilii kopyalanmus olur.

Zincir Sonlandirma Yontemi

DNA molekiillerinin kopyalanarak ¢o-
galtilmasini saglayan PCR yontemi gen-
lerle ilgili bir¢ok analiz ydnteminin temeli
olmustur. Genetik calismalarda ¢ig1r agan

ve yaygin olarak kullanilan DNA dizi
analizi yontemlerinden “zincir sonlandir-
ma yontemi” de bu teknige dayanir.

Zincir sonlandirma yontemiyle bir
DNA molekiliiniin dizilimini
yabilmek icin aslinda o DNA molekii-
lii PCR yontemiyle ¢ogaltilir. Fakat bu
kez yapilan PCR uygulamasinda, nor-
mal PCR’ye gore farkliliklar vardur; dizi
analizini saglayan da bu farkliliklardur.

DNAnmn PCR ile ¢ogaltilabilmesi
i¢in dort tip bazdan yeteri kadar sagla-
nir. Ancak bu kez normal bazlara ek ola-
rak bir de “dideoksi”
ozel tip bazdan yine dért tip bulunduru-
lur. Bu dideoksi bazlar da yine A, T, C ve
G tiplerindedir. Ancak bunlarin ayr1 bir
ozelligi vardir. DNA polimeraz enzimi-
nin uzattig1 bir DNA zincirine, bu farkli
tip bazlardan biri eklenecek olursa sen-
tez devam edemez ve DNA zinciri daha
¢ok uzayamaz. Olugan DNA ikili zinciri,
kalip DNA’dan kisa olur. Bir karigimda
normal bazlara gére gok daha az miktar-
da dideoksi baz bulundugunu distiniir-
sek, bityimekte olan bir DNA zinciri-
ne bir dideoksi baz eklenmesi diisiik bir
olasiliktir. Fakat her deney tiiptinde mil-
yonlarca DNA molekiilii sentezlendigine
gore, olusan yeni DNA zincirinin her bir
konumuna bu dideoksi bazlardan eklen-
me olasili1 vardir. Bu da farkli uzunluk-
larda sentezlenmis bir DNA molekiilleri
serisi olugsmasi anlamina gelir. DNA zin-
cirinin uzamasi primer diziye bazlar ek-
lenmesiyle baslayacagi icin olusan dizi-
lerden en kisasi primerin uzunlugundan
bir baz fazla olacaktir.

Basit bir 6rnek diisiinelim: Elimizde
toplam 20 baz uzunlugunda bir DNA zin-
ciri olsun. Kullandigimiz primer dizisiyse
10 bazlik olsun ve bu primer dizisi gogal-
tacagimiz 20 bazlik DNAnin bir ucun-
daki 10 baza karsilik gelsin. Bu durumda
bu DNA, sozii gecen kosullarda ¢ogalti-
lirken sans eseri dideoksi bazlarin kulla-
nildig1 pozisyonlara bagli olarak elimizde
11,12,13,14, 15,16, 17, 18,19 bazlik yarim
kalmis kopyalar ile 20 bazlik tam kopya-
lar olacaktir. Peki, ¢esitli uzunluklardaki
bu DNA dizileri acaba DNAn1n baz dizi-
limini anlamamizi nasil sagliyor?

anla-

olarak nitelenen
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DNA Dizi Analizi Ne ise Yarar?

Bir DNA molekiiliiniin baz dizilimini neden bilmek isteriz? DNA dizi analizi sonuglarinin
belli basl kullanim alanlarindan biri canlilarin siniflandinimasini konu alan taksonomi dali-
dir. Giniimiizde cesitli canlilarin birbiriyle akrabaliklan genetik bilgiye, yani DNA dizilimle-
rine gore belirlenir. Gegmiste anatomik ve fizyolojik dzelliklere dayanilarak yapilan canli si-
niflandirmalan, genetik bilginin ulasilabilir hale gelmesiyle biiyiik degisiklige ugradi. Gene-
tik bilgiye dayanilarak yapilan siniflandirma daha giivenilirdir, ¢linkii anatomik ya da fizyo-
lojik dzellikler cevresel faktdrlerin etkisiyle sekillenebilir. Bu durumda, drnegin aslinda ge-
netik agidan birbiriyle biiyiik benzerlik gosteren iki canli tiiri, anatomik agidan cok farkli go-
riindiigii icin akrabalik iliskileri saglikli olarak belirlenemeyebilir. Sonug olarak giiniimizde
siniflandirma alismalan biiyiik dlciide DNA dizi analizine dayaniyor.

DNA dizi analizi, dogrudan siniflandirma amagli olmayan tiir belirleme calismalarinda
da kullanilir. Ozellikle anatomik olarak ayirt edilmesi cok da kolay olmayan mikroorganiz-
malarin tiirlerinin belirlenmesinde DNA dizi analizine sikca basvurulur. Kimi mikrobik hasta-
liklarda hatta salgin durumlarinda bu belirleme hayat kurtarici olabilir. Ayrica saha calismasi

tasyonlar bulmayr amaglanir. Bir canlinin DNA dizisindeki bazlarda cesitli nedenlerle olu-
san degisikliklere mutasyon denir. Bu dedisiklikler, tek bir bazin yerine baska bir baz gelme-
si (nokta mutasyonu) seklinde olabildigi gibi bir ya da daha ¢ok bazin silinmesi ya da eklen-
mesi seklinde de olabilir. Bugiin bircok hastaligin toplumda yaygin olarak gériilen belli mu-
tasyonlardan kaynaklandigi biliniyor. Bazi mutasyonlarsa bir hastaliga dogrudan neden ol-
mayip yalnizca hastaliga yatkinligi artinr. Hastaliklarla ilgili genlerin ve mutasyonlarin be-
lirlenmesi, hem hastaligin tanisinin konabilmesi hem de hastaligin mekanizmasinin anla-
silmasi ve tedavi yontemleri gelistirilmesi konusunda yol gosterici olabilir.

Daha hizli ve ucuz DNA dizi analizi yontemlerinin gelistirilmesi, bircok canli tiiriiniin
tiim genomunun (biitiin genetik malzemesinin) dizilimini ortaya ¢lkarmaya yonelik proje-
lerin gerceklesmesini saglamistir. Bunlardan en onemlisi 1990'da baslayip 2003'te tamam-
lanan insan Genomu Projesi'ydi. Genom projeleri, elde edilen dizilimler iizerinde yapilan
calismalarla canlinin tagidign genlerin belirlenmesini saglar. insan Genomu Projesi, simdi-
den birgok genin, gesitli mutasyonlarin ve bunlarin pek ¢ok hastalikla ilikisinin anlasiima-

sini sagladi.

yapan biyologlar da ilgilendikleri canlilarin tiiriinii kesin olarak belirlemek icin DNA dizi ana-

lizinden yararlanabilir.

DNA dizi analizi yalnizca biyoloji calismalarinda degil,
ornegin sosyal bilimlerde antropoloji alaninda, insan toplu-
luklarinin dagilimlari ve diinya iizerindeki hareketleriyle il-
gili arastirmalarda, adli tip alaninda suglunun belirlenmesi-
ne yonelik calismalarda da kullanilir.

DNA dizi analizinin bir baska Gnemli kullanim alani da
belli dzelliklerle iliskili genlerin ya da gen parcalarinin be-

lilenmesine yonelik calismalardir. Bu calismalarda daha gok

insan Genomu Projesi'ndeki bir DNA dizi analizi sonucu

hastaliklarda etkili olan genleri ve bu genler iizerindeki mu- elde edilen jel goriintiisii.

Iste, bu noktada bagka bir analiz yén-
temi devreye giriyor. Bu da DNAnin
ozel jeller yardimiyla gorilebilmesi-
ni saglayan jel analizi yontemi. Bu yon-
temde cesitli maddelerden kati kivam-
da, polimer yapida jeller olusturulur.
Bunlar1 pasta jolelerine benzetebiliriz.
Jellerin homojen yapisinda por adi veri-
len bosluklar vardir. Jel analizinde DNA
molekiilleri, genellikle dikdértgen sekil-
de olusturulan jelin igerisinde bir ugtan
otekine hareket eder. Bu hareket jelin
icinde bulundugu ¢ozeltiye elektrik aki-
mu1 verilmesiyle gerceklesir. DNA mole-
kiilleri eksi yiiklii olduklarr igin eksi ku-
tuptan art1 kutba dogru hareket eder.
Ancak tim DNA molekiilleri ayni hiz-
da ilerlemez. Biiyitk molekiller por-
lardan daha zor gececegi i¢in daha ya-
vas hareket ederken kiigitk molekiller
daha hizlidir. Sonugta belli bir siire son-
ra farkli uzunluktaki DNA’lar jelin i¢in-

de farkli konumlar alir. Uygun 6zellik-
te jeller kullanilirsa, yalnizca bir bazlik
uzunluk fark: tagiyan DNA molekiille-
ri bile birbirinden ayirt edilebilecek ka-
dar farkli konum alirlar. DNA 6rnekle-
rinin bu jeller i¢inde hareket ettirilmesi
islemine jelde yiiriitme denir. Jelin i¢in-
deki DNA molekiilleri ayristiktan sonra
normal 1s1kta gozle goriilmez. Jelin igi-
ne konan 6zel bir kimyasal madde DNA
ile etkileserek DNA molekillerinin mo-
rotesi 151k altinda goériinmesini saglar.
Boylece jel igindeki tiim DNA’lar mord-
tesi 191k altinda bantlar, yani kisa ¢izgi-
ler halinde goriiniir.

DNA dizi analizindeki PCR islemi so-
nucunda olusan c¢esitli uzunluklarda-
ki DNA molekiilleri de bu sekilde jeller
kullanilarak uzunluklarina gore jel igin-
de ayrigtirilir. Fakat bu kez jel icinde-
ki DNA’lar mordtesi 151k yardimiyla de-
gil, dideoksi bazlarin tizerindeki floresan

Biittin bunlarin disinda DNA dizi analizi, molekiiler bi-
yoloji ve genetik arastirmalarindaki ozel yontemlerin cesitli
asamalarinda bir arag olarak da stk sik kullanilir.

Genetik bilgiyle yapilabileceklerin siniri genisledikge bu
bilgiye ulasmay saglayan teknolojiler daha da 6nem kaza-
niyor. ileride kisisel DNA dizilimi bilgilerinin hastalanin tib-
bi kayitlarinin bir parcasi haline gelebilecegi dngaoriiliiyor.
Var olan teknolojiyle simdiden insan dahil bircok canlinin

genomunun DNA dizilimi belirlenmis olsa da gelecekte ok
daha hizli ve ucuz teknolojilere gerek duyulacagi ortada.

ozellikteki isaretler yardimiyla goriliir.
Bu isaretler her bir tipteki (A, T, C, G) di-
deoksi baz i¢in farkl: renktedir. Sonugta
farkli uzunluktaki her DNA dizisi dort
dideoksi baz tipinden (A, T, C, G) biriy-
le bitecegi igin, jel tizerinde o dideoksi
bazin isaretlendigi renkte goriinecektir.
Dolayistyla DNA dizi analizi sonucu elde
edilen jel goriintiisii dort farkli renkte
cizgilerden olusan bir diyagram seklin-
dedir. Her rengin temsil ettigi baz tipi (A,
T, C, G) belli oldugu i¢in renklerin sira-
lanmasi1 DNA’y1 olusturan bazlarin dizi-
limini gosterir. Boylece DNA molekiilii-
niin dizilimi bulunmus olur. Yoéntemin
cesitli laboratuvarlardaki uygulamala-
rinda, ayrintilarda kiictik farklar olabil-
se de genel isleyisi bu sekildedir.
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