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Gen Identifikasyonu ve DNA Kiitiiphanelerinin Olusturulmasi
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Ozet: Genetik ¢alismalar 1865 yilinda Gregor Mendel tarafindan baslatilmistir. Giiniimiizde de tiim diinyada bilim
adamlar tarafindan biyiik bir hizla devam ettirilmektedir. Genetik bir ¢alisma, {lizerinde caligilacak gen bolgesinin
izolasyonu ile baglamaktadir. Bir gen bir kere izole edildikten sonra o gen lizerinde yapilacak islemlerin sinir1 yoktur.
DNA ve RNA diizeyinde yapilan genetik ¢alismalarda, genler tek basina ya da genlerin birbirleri ile olan etkilesimleri
incelenerek tedavi yontemleri gelistirilmeye ¢alisilmaktadir. Bilim adamlari, izole edilen genler veya DNA pargalari
icin saklama yontemleri arastirmaktadir. Bu yontemlerden biri de DNA kiitiiphanesi olusturmaktir. DNA kiitiiphane-
lerinin kurulmasiyla, kiitiiphanelerdeki kitaplar gibi DNA koleksiyonu ve deposunun olusturulmasi amaglanmaktadir.
DNA kiitiphaneleri; kanserde, néroloji ve goz hastaliklar: gibi alanlarda gen tedavisi ¢alismalarinda kullanilmaktadir.
Ayrica, rekombinant ilaglarin bulunmasinda, besin maddesi olarak ihtiyag¢ duyulan bazi proteinlerin iiretilmesinde, gesit-
li genlerin molekiiler diizeyde tanimlandig1 biyoteknolojik ¢alismalarda, gen izolasyonu ve DNA kiitiiphanesi olusturma
yontemine bagvurulmaktadir.

Anahtar kelimeler: DNA kiitliphanesi, gen izolasyonu, klonlama

Gene Identification and Construction of DNA Libraries

Abstract: Genetic studies were firstly started in 1865 by Gregor Mendel. Also the studies are continued at a great pace
by the scientists on the world. A genetic study starts by isolation of the studied gene from the whole genom. When a
gene is isolated from DNA, there is no limit of transactions on the gen. In the genetic studies on DNA and RNA have
been studied the genes are single or genes interact with each other analyze and the treatment methods to developing. In
present researches study on preserving methods of isolated genes or DNA fragments. One of these methods is to con-
stitute a library of the DNA. It is aimed to collection and archive the DNA in a DNA library by similar the books on the
library. DNA libraries are frequently utilized for gene therapy in oncology, neurology, eye diseases and etc. Furthermore,
method of DNA libraries are used in recombinant pharmaceutical manufacturing, production of some proteins as a nu-

Derleme / Review Article

tritient and in biotechnological studies that different genes are defined on molecular level.
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Gilinlimiizde kalitimin esas fonksiyonel iinitesi olan,
bir polipeptidi kodlayan kromozomal DNA dizi-
si olarak tanimlanan gen kavramui, ilk olarak 1865
yilinda Gregor MENDEL tarafindan ortaya cikar-
tilmistir. Mendel, yaptig1 hibritleme calismalarinda
ebeveynlerden yeni dollere aktarilan bazi karakte-
ristik 6zelliklerin olduguna dikkat ¢ekmistir [7]. Bu
tarihten sonra genlerin bir nesilden digerine gecisi,
genlerin fiziksel yapilari, genlerdeki varyasyonlar
ve genlerin bir tiirlin 6zellikleri tizerindeki etki yol-
lar1 tiim diinyadaki bilim adamlari tarafindan arasti-
rilmaya baglanmustir [14].

Genetik alaninda biyoteknolojik ¢aligmalar yii-
ritiiliirken birtakim zorluklarla karsilagilmaktadir.

Genetik bir ¢alismanin baglangici, tizerinde galigi-
lacak gen bolgesinin izolasyonu ile yapilmaktadir.
Daha sonra bu gen bdlgesi lizerinde ¢esitli metot-
larla farkli islemler uygulanmaktadir. Uzun bir gen
bolgesi lizerinde yapilan calismalarda DNA’nin
kiigiik pargalara ayrilarak calisilmasinin daha pra-
tik olacag diisiiniilmektedir. Ornegin; insan genom
uzunlugu 3 milyar 289 milyon bp uzunlugundadir
ve yaklasik 25 bin gen kodlar. Genetik kusuru olan
ya da ilgilenilen DNA kismini bulmak, samanlikta
igne aramak gibidir. DNA’nin manipiile edilebile-
cek biiyiikliikte kisimlara ayrilarak galisilmasi, her
seferinde DNA’nin diger kisimlartyla ugragma zo-
runlulugunu ortadan kaldiracaktir [8]. Ayrica goz
hastaliklar1 gibi birden fazla genin kontroliinde olu-
san hastalik sebeplerinin molekiiler diizeyde arasti-
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rilmasi gerekmektedir. DNA ve RNA diizeyinde ya-
pilan bu ¢alismalarda, hastalikla ilgisi oldugu diisii-
niilen genler izole edilerek ve genlerin birbirleri ile
etkilesimleri molekiiler diizeyde incelenerek tedavi
yontemleri gelistirilmeye calisiimaktadir [6].

DNA’nin manipiile edilecek kisimlara ayrilarak
saklanmasi islemi DNA kiitiiphanelerinin olusturul-
masi ile miimkiin olabilmektedir. DNA kiitliiphane-
lerinin olusturulmasi igin ilk basamak ilgilenilen
gen bolgesinin diger DNA kisimlarindan ayrimlan-
masidir. DNA’y1 manipiile edebilmek icin iki ¢esit
gen izolasyon teknigi kullanilir: ilki, her alanda
yaygin olarak kullanilan PCR (Polimeraz Zincir
Reaksiyonu) teknigidir. Bu islem saf gen numunesi-
ni elde etmek i¢in kullanilabilir. Primerler ilgili ge-
nin her iki tarafina baglanabilirse genin birgok kop-
yasi sentezlenebilir [5,13]. Gen izolasyonunda kul-
lanilan diger bir islem gen klonlama yontemidir. Bu
islem, ilgilenilen gen bolgesinin vektor denilen hal-
kasal bir DNA molekiiliine sokulmasi ve vektoriin
bir konakg¢rya aktarilmasi ile gergeklestirilmektedir.
Vektor molekiilii konak hiicrede genin sayisiz kop-
yalarimi {iretir ve tiretilen kopya DNA molekiilleri
dollere geger. Bu sekilde olusan ¢ok sayida kopya-
dan sonra 6zdes konagin bir kolonisi iiretilmis olur.
Bu islem tiim genoma yapilirsa o DNA’ya ait degi-
sik koloniler yani DNA kiitiiphaneleri olusturulmus
olur [8]. izole edilen bir gen iizerinde yapilabilecek
islemlerin sinir1 yoktur. Mevcut teknolojik sartlarin
izin verdigi ol¢iide arastirmalar yapilmaktadir. izole
edilen genler veya DNA parcalari i¢in saklama yon-
temi gelistirildiginde ise gelecekte var olacak yeni
teknolojilerle de caligmalara fakli boyutlarda devam
edilebilecektir. Gegmiste yagayan insanlar, 6len ki-
sileri mumyalayarak korumaya, sonraki nesillere
aktarabilmek i¢in saklamaya ¢alismislardir. Gelisen
teknolojiyle birlikte glinlimiizde mumyalama isle-
mine benzer sekilde kisilerin DNA’lar1 saklanmaya
calisilmaktadir. Sadece insanlar i¢in degil, hayvan-
lar, bitkiler, hastalik etkenleri ve daha bir¢cok canli
DNAs1 i¢in saklama yontemleri gelistirilmistir. Bu
amacla gelistirilen yontemlerden biri de DNA kii-
tiiphaneleri olusturmaktir.

Gen izolasyonu ve DNA Kkiitiiphanelerinin
olusturulmasi
DNA kiitiiphanesi; saflagtirma, saklama ve analiz

kolaylig1 i¢in bir vektor icine klonlanmis her bir
organizmaya ait farkli DNA sekanslar1 koleksiyo-

nu olarak tanimlanabilmektedir. DNA kiitiiphanesi
olusturabilmek i¢in dncelikle DNA’nn ilgili doku-
dan izole edilmesi gereklidir. DNA’nin ortamdaki
diger molekiillerden ayrimlanarak izolasyon islemi
tamamlandiktan sonra DNA derisimleri ultraviyole
absorbans spektrofotometresi ile hassas olarak 6l¢ii-
lebilir [10]. izole edilen DNA’ya ilk manipiilatif gi-
risim, DNA’nin kii¢iik parcalara ayrilmasi iglemidir.
DNA’nin restriksiyon enzimleri ile parcalara ayril-
masinin ardindan DNA parcalarinin jel elektroforez-
de yiiriitiilmesi ve otoradyografi ile goriintiilenmesi
saglanir [4]. Hedeflenen gen bolgesinden DNA’nin
geri kazanimi i¢in jelden gen bolgesinin izolasyonu
islemi gerceklestirilir. DNA geri kazanimi i¢in ge-
listirilmis yontemlere, ticari olarak tretilen kiiciik
“sepharacyl” kolonlarla yapilan saflagtirma, diisiik
sicaklikta eriyebilen agaroz kullanilarak saflastir-
ma, elektroeliisyon ve “gene clean” yontemi 6rnek
olarak gosterilebilir [12]. Bu yontemlerle istenilen
boyuttaki DNA fragmanini saf olarak elde etmek ve
DNA’y1 herhangi bir asamada saflastirmak olasidir.

Restriksiyon enzimleri ile kesilen bu kiigiik
DNA pargalarinin her biri uygun bir vektore klon-
lanir. Hedef bolgenin elde edilmesinin ardindan gen
kiitiiphanesi yapiminda istenen verimin saglana-
bilmesinde kullanilacak vektor secimi dnemli yer
tutmaktadir. Vektorler dogal ya da yapay olabilirler.
Dogal vektorlerden biri, bakteri igerisinde ¢ok sa-
yida bulunan ve hem bakteri DNA’s1 hem de diger
hemcinsleri ile uyumlu yasayan plazmit DNA’sidir.
Diger bir dogal vektor ise bakterileri enfekte eden
ve bir bakteri kiiltiiriinde koloninin etrafindan bol-
ca izole edilebilen faj DNA’sidir. Bunlarin hari-
cinde yapay vektor olarak, lizerlerinde oynanarak
yetenekleri daha uzun DNA pargalarii igerecek
sekilde gelistirilen yapay kromozomlar olusturul-
mustur. Bunlara 6rnek olarak; BAC (Bakteri Yapay
Kromozomu), YAC (Maya Yapay Kromozomu),
MAC (Memeli Yapay Kromozomu), HAC (insan
Yapay Kromozomu), PAC (P1 Yapay Kromozomu)
verilebilir [4,11].

Vektér DNA’sinin  izolasyonunun ardindan
DNA kiitiiphanelerinin olusturulmasinda &nemli
basamaklardan biri de vektor molekiilii ve klonla-
nacak olan DNA molekiiliiniin birbirine baglanma-
styla gergeklestirilen ligasyon islemidir. Kullanilan
vektore gore konakegiya nakil islemi ise farklilik
gostermektedir. Plazmit ve bakteriyofajin konakgi-
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ya nakli rekombinant vektoriin konak¢iya naklinin
gerceklestigi islem basamagina 6rnek olarak gdste-
rilmektedir [4].

Bir sonraki islem basamagi olarak, rekombi-
nant vektorii igine alan konakginin tespit edilmesi
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ilgili dok uygun vektor segilir. Vektdr
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ayni restriksyon enzimleri ile

KigUk DNA pargalan kesilen vektor molekGline
aktanlr. Bu birlegme izlemi sonucunda her biri
DNA'nin bir kismini igeren geniy bir kion koleksiyonu
olugturulmug olur.

gereklidir. Hangilerinin rekombinant, hangilerinin
kendi kendine baglanan vektor molekiilleri igerdik-
leri, inaktive edilen gen tarafindan kodlanan 6zellik
artik konak tarafindan sergilenmedigi i¢in saptana-
bilir.

Meydana gelen kionlar toplulugu DNA

ligilenilen bolgeyl segme islemine ise
tarama denir. Bu tarama izleml ise
florazan igaretli proplar kullanilarak ilgili
gen bolgesinin segimine dayanir.
Ssptanan her bir gen bdigesi

k hanedeki kitap gibi gind
kullaniimak Ozere rafda yerini alir,
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Her birl DNA'nin farkli bir

kizmini igeren vektor
molekdly uygun bir
konakgrya aktanlir. Her bir
konskgi DNA'nin sadece bir
kismini igeren vektor
molekGlund tagir,
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Vektor molekulU konakgt hucreye
aktanldiktan sonra her biri farkl bir besi
yerinde uygun ortamlarda gogaltilir. Her
bir bakteri kolonisi DNA'nin bir pargasini
igeren kionlar toplulugunu olusturur.

Sekil 1. Gen izolasyonu ve DNA kiitiiphanesi olusturulmasi islemi basamaklari

Mevcut bir kiitiiphaneden yaralanarak veya
kiitiiphane  olusturulduktan sonra c¢aligmalara
baslanabilmesi i¢in ilgili gen bdlgesinin yerinin
saptanmas1 gerekir. Bu amagla kiitiiphaneler ta-
ranir. Klonlamanin dogrulanmasi i¢in klonlanan
genin DNA sekansmin belirlenmesi  6nemlidir.
Kiitiiphanenin saklanmasindan 6nce kiitiiphane tit-

resi hesaplama ve kiitiiphane ebati belirleme islem-
leri yapilir [1, 3, 8, 15]

Tim bu islemlerin sonunda her biri DNAnin
bir kismini igeren genis bir klon koleksiyonu olusur.
Her biri DNA’nin ayr1 bir pargasini igceren vektor-
ler, farkli uygun konakgilara aktarilir. Konakeilar
uygun bir ortamda biiyiitlliir. Biiyliyen her kolo-
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ni DNA’nin 6zel bir kismimin klonlarimi igerir. Bu
klonlar kiitiiphanedeki kitaplar gibidir, ancak kiitiip-
hanedeki gibi indekse sahip degildir. Kiitiiphaneden
ilgilenilen bolgeyi se¢me islemine “tarama” (scre-
ening) denir, bu da en 6nemli ve son basamaktir.
Bu asamada, klonlanan genin tespiti kiitliphanenin
taranmasi ile yapilir. Klonlanan genin DNA sekansi
belirlenerek klonlamanin dogrulanmasi saglanir. Bu
islemler sonucunda elde edilen gen, gerekli durum-
larda izole edilip kullanilmak amaciyla gen kiitiip-
hanelerinde depolanir.

Bir DNA kiitiiphanesi bahsedildigi gibi basit bir
sekilde kurulabilir. Gen kiitiiphanesi olusturulurken
nasil bir baglangi¢ materyali kullanildigi ise 6nem-
li bir degerlendirmedir. Kullanilan DNA’nin elde
edilis sekline gore iki sekilde kiitiiphane olusturu-
labilmektedir. Kromozomal DNA’nin izole edilip,
restriksiyon enzimleri ile kesilmesi ve takip eden
diger islemler sonucunda klonlanmasi ile genomik
kiitiiphaneler olusturulmaktadir. {lgili dokudan mR-
NA’nin izole edilip, sonrasinda ¢cDNA sentezletti-
rilmesi ve ¢cDNA’nin klonlanmas: ile sonuglanan
islemde ise cDNA kiitiiphaneleri olusturulmaktadir.

Gen bdlgesinin aktariminda kullanilan vektore
gore kiitliphaneler degisik isimlerle adlandirilabil-
mektedir. Ornegin; DNA fragmanlarmi konakgiya
aktarmak amaciyla vektor olarak maya yapay kro-
mozomunu kullanilmis ise, kiitiiphane YAC (maya
yapay kromozomu) kiitiiphanesi olarak isimlendi-
rilmektedir [4].

Olusturulmus bir kiitiiphanenin kullanim
alanlarindan bazilari;

Bir gen izole edilip bir kez klonlandiktan sonra o
gen lizerinde yapilabilecek islemlerin, arastirmala-
rin sinir1 yoktur. Birgok alanda degisik organizma-
larla galigilmaktadir. Arastirmacilar bakteri, parazit,
viriis ya da daha biiyiik organizmalar ile ¢alisabilir.
Calisilan genin izole edilmesi, ¢alisilan alani daral-
tir. Bu da arastirmaciya zaman ve enerji tasarrufu
saglar. Ayrica izole edilen bu gen bolgesi ya da tiim
genom, tekrar ayni kisi veya baska arastirmacilar ta-
rafindan kullanilmak istenebilir. Ornegin; teknoloji-
nin hizla ilerledigi i¢inde bulundugumuz zamanlar-
da, Tiirkiye’de yapilan bir aragtirma sonucu tespit
edilen bir gen bolgesi internette yayinlanarak, bu-
nun diinyanin diger ucundaki arastiricilar tarafindan
kullanilmas1 saglanabilir. Buna benzer amagclarla

organizmalarin genleri izole edilmeye calisilir. Her
gen ayr1 bir fonksiyon lstlenir ve arastiricilar tara-
findan bu fonksiyonlar kullanilarak yeni molekiiller
iiretilmeye calisilir. Bu sayede hastaliklara care ola-
cak ilaglar, asilar ve hormonlar sentezlettirilir [4].

Giliniimiizdeki canlilara ait DNA bilgileri, gen
kiitiiphaneleri yardimi ile sonraki nesillere aktarila-
rak gelecege 151k tutulabilir. Insanlarin cesme yap-
tirtp bunu sonraki nesillere aktararak, yardimsever-
ligin 6liimsiizlestirilmek istendigi disiiniildiiglinde,
DNA kiitiiphanesi hazirlanarak gelecekte yasayacak
insanlara ¢esme Orneginden ¢ok daha fazla yardim-
c1 olabilecegi sdylenebilir.

Insan niifusunun artistyla birlikte, besinsel ih-
tiyaglar da artmakta, bu da hayvansal ve bitkisel
iiretimin arttirtlmasi zorunlulugunu meydana getir-
mektedir. Bitki ve hayvanlarin genetigi degistirile-
rek, gen eklenip ¢ikartilarak onlarin verimleri artti-
rilmaya ¢alisilmaktadir. GDO’lu bitkiler ve broiler
tavuklar genetigi degistirilmis canlilara 6rnek gos-
terilebilir [2, 9]

Olusturulmus bir DNA kiitliphanesi bir kitap
gibidir. Bilim ve teknolojideki gelismeleri dikkate
alarak, yeni her tiirlii imkandan yararlanmak ve yeni
buluslar kazandirmak icin DNA iizerinde calisma-
lar yapilir. Calismak icin izole edilen bu DNA’larin
bir kitap gibi saklanmasi, ihtiya¢ olarak goriiliir.
Hastaliklar ve hastalik etkenleri agisindan degerlen-
dirildiginde, sorunlu genlerin kesfedilmesi, mutas-
yonlu boélgelerin bakim ve onariminin yapilabilme-
si, tedavi yontemlerinin gelistirilebilmesi gibi daha
bircok amagla olusturulan DNA kiitiiphanelerine,
giinimiizde oldugu kadar gelecekte de ihtiya¢ du-
yulacagi bir gergektir.
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