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ÖZ 

 
Genom projelerinin dizi analiz yaklaĢımları kısmen genom büyüklüğüyle iliĢkilidir. Büyük genomlara sahip 

ökaryotik organizmaların bütünsel genom analizi bu sebeple oldukça güçtür. Büyüklük problemi, insan genom pro-
jesinde “önce haritala-sonra dizi analizi yap” yaklaĢımıyla aĢılmıĢtır. Ġnsan genomunun fiziksel haritası, 
elektroforez ve rekombinasyona dayanan genetik çalıĢmalar gibi düĢük ayırma gücüne sahip yöntemlerin kullanıl-
masından dolayı çok uzun zaman almıĢ ve projenin dizi analiz aĢamasında güvenilirlik problemleri oluĢmuĢtur. 
Günümüz genom projelerinde bu problem “optik haritalama” yöntemiyle hızlı, ucuz ve çözünürlük artıĢıyla çözül-
müĢtür. Bu yöntemde, çift sarmal tek DNA molekülleri bir ucundan mikroskopik lam yüzeye bağlandıktan sonra 
yüzeye tamamen düz olarak yapıĢtırılır. Mega büyüklükteki düzleĢtirilmiĢ DNA parçaları (80-500 kbç), bir tek 
restriksiyon enzimiyle kesilip YOYO-1 floresan boyası ile boyanır ve tek bir sarmala ait DNA molekülcüklerinin 
kesim desenleri optik olarak görüntülenir. Tek klondan gelen DNA kesim iskeletlerinin her bir parçacığının büyük-
lüğü, baz çifti çözünürlüğünde, çeĢitli bilgisayar yazılımlarının yardımıyla ölçülür ve benzer Ģekilde elde edilmiĢ 
diğer klonların patternleri ile hizalanarak son genom fiziksel haritası elde edilir. Ġnsanda hastalık yapan 4 bakteri, 2 
mantar ve 4 ökaryotik genomun fiziksel haritasının çıkartılmasında bu yöntem kullanılmıĢtır. Son aylarda optik ha-
ritalamada otomasyona geçiĢ, yöntemin gelecekte insan genom bilgisinin kullanılacağı tedavilerde uygulama alanı 
bulabileceğini iĢaret etmektedir.    
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A NEWLY DEVELOPED METHOD IN GENOME PHYSICAL MAPPING: OPTICAL 
MAPPING  

 
ABSTRACT 

 
Approaches to whole genome sequence analysis partially depend on the size of the genome. Therefore, it is 

difficult to complete the whole genome analysis of eukaryotic organisms with a large genome. Problem of genomic 
size in human genome project is handled by „first physical map-later sequence‟ strategy. The use of physical map-
ping approach based upon low resolving power of recombination based genetic and restriction mapping resulted 
with a longer project time. In recent genome projects, this problem has been resolved with cheap high resolution 
optical mapping. In this method, after the double stranded single DNA molecule is attached to a microscopic slide 
from one end, it is fixed on the surface in a linear line. Fixed linear mega size DNA molecules (80-500 kbp) are 
digested with a single restriction endonuclease and later stained with YOYO-1 fluorescent dyes, and finally optical-
ly visualized. Size of each minifragments in linear DNA molecule skeleton is measured with the help of different 
computer programs in a nucleotide resolution. Patterns of DNA skeletons from all clones are assembled to generate 
final physical map of the whole genome. Optical mapping have been used to construct physical mapping of ge-
nomes of four pathogenic bacteria, two fungi and four eukaryotes. Automation of optical mapping in recent months 
hints that it has the potential importance in the future to meet demands for fast genomic physical mapping needs in 
human treatments. 
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1. GİRİŞ 
 
Genom içinde yer alan, yapısal veya enzimatik gö-

rev icra edebilecek formlara dönüĢebilen ve nesilden 
nesile aktarılan DNA dizi bölgelerine gen denir. Can-
lının sahip olduğu DNA moleküllerinin tamamına ise 
genom denir. Ġnsan genom projesi, seçilmiĢ model or-
ganizmalar ile insanın genomunu tanımlamak üzere 
baĢlatılan uluslar arası bilim projesidir (Wolfsberg vd., 
2001). Ġnsan genomunda yaklaĢık 2.85 milyar bazçifti 
(bç) ve 18000-25000 gen bulunmaktadır. Dizi analizi-
ne dayalı bütünsel genom araĢtırmalarından bir kısmı; 
E. coli bakterisinde çoğalan X174 virüsünün genom 
dizisi  (5386 bç) 1975‟de (Sanger vd., 1977),  hayvan 
virüsü olan SV40‟ın genom dizisi (5243 bç) 1977‟de 
(Fiers vd., 1978), insan mitokondrisinin genom dizisi 
(16569 bç) 1981‟de ve Lambda virüs genom (48502 
bp) dizi analizi ise takip eden yılda tamamlanmıĢtır 
(Sanger vd., 1982). Ġlk bakteri genom dizi analizi 1995 
yılında Haemophilus influenzae ile yapılmıĢtır. Bu ça-
lıĢmayı, 1996 yılında ilk ökaryot genom olan 
Saccharomyces cereviciae (Cai vd., 1998) ve diğerleri 
izledi. Genom araĢtırmalarının ortaya çıkarttığı sonuç, 
genom büyüklüğü ile gen sayısı arasında doğrusal bir 
iliĢki olmamasıdır (Tablo 1). Günümüzde 18 ökaryot, 
230 mikrobiyal (21 arkebakteri ve 209 bakteri), 2120 
viral, ve 36 viroid genom dizi analizi tamamıyla so-
nuçlandırılmıĢtır (NCBI, 2005). Tüm bu hızlı geliĢme-
lerin günümüz biyolojik bilimlerinde çok yönlü etkileri 
olmuĢ ve Genomik, Biyoinformatik ve Proteomik gibi 
bir çok yeni bilim dalının doğmasına sebep olmuĢtur 
(Graves ve Haystead, 2002; Wheeler vd., 2002). Bu ilk 
genom projelerinin ortak sonuçları Ģöyle özetlenebilir;  

1) tüm canlıların kullandığı DNA temelli genom alfa-
besi evrenseldir, 2) canlının hayat bilgisi genoma Ģifre-
lenmiĢtir, 3) canlılarda ortak genom alfabesi nedeniyle 
genler organizmalar arasında transfer edilebilir, 4) aynı 
genler farklı organizmalarda da bulunur, ve 5) genom 
çalıĢmaları gelecekte hastalıkların nedenlerini daha 
hızlı anlaĢılmasını ve dolayısıyla tedavisini kolaylaĢa-
caktır (Wolfsberg, 2001; Bağcı, 2002).  

 
Bütünsel genom dizi analizleri, temelde „tümüyle 

rastgele-seri-atıĢ-dizi analizi‟ ve „fiziksel harita omur-
gasına bağlı klondan klona rastgele-seri-atıĢ-dizi anali-
zi‟ yaklaĢımlarıyla gerçekleĢtirilmektedir. Tümüyle 
rastgele-seri-atıĢ-dizi analiz stratejisi fiziksel genom 
haritasına gerek duyulmadan yapılır. Bu yaklaĢımda 
fiziksel omurga oluĢturulmadığı için elde edilen dizile-
rin genomun tümünü temsil etmesi ve ortaya çıkan so-
nucun güvenilir olması, genom büyüklüğünün en az 8-
15 katını kapsayacak miktarda dizi analizinin yapılma-
sına bağlıdır. Bu yaklaĢımının dayandığı DNA dizi 
analiz fiyatları otomasyondan dolayı düĢtüğü halde 
dizi birleĢtirme ve bitirme iĢleminin otomasyonu ol-
dukça zor ve zaman alıcı olduğundan biyoinformatikte 
uzmanlaĢmıĢ eleman ihtiyacı doğar, bu ise bu yönte-
min ikinci yönteme göre bütçesinin yüksekliğini açık-
lamaktadır (Lim vd., 2001). Fiziksel harita omurgasına 
bağlı klondan klona rastgele-seri-atıĢ-dizi analiz yakla-
Ģımında, yüksek moleküler ağırlıklı genomik DNA‟nın 
kısmi kesimi ilk olarak yapılır, büyüklük seçiminden 
sonra bu DNA parçaları genellikle Bakteri Yapay 
Kromozom (BYK) vektörüne klonlanır. Aktarılan 
DNA parçalarının BYK kütüphanesinden tek tek çeki-
lip restriksiyon enzim kesimi gibi bir yöntem ile kesim 

 
         Tablo 1: Ġnsan ve çeĢitli organizmaların genom büyüklüğü ile gen sayılarının karĢılaĢtırılması 

ORGANĠZMA TÜRKÇE ĠSMI  
GENOM (bç) 

BÜYÜKLÜĞÜ 

GEN 

SAYISI 
YAYIN  

Mycoplasma genitalium 
En küçük ge-

nomlu bakteri 
580,073 468 1995, Science, 270,397-403 

Helicobacter pylori 
Mide Ülseri 

Bakterisi 
1,667,867 1590 1997, Nature, 388,539-547 

Haemophilus influenzae 
Menenjit Bakte-

risi 
1,830,138 1680 1995, Science, 269,496-512 

Mycobacterium tuberculosis 
Tüberküloz 

Bakterisi  
4,411,529 3924 1998, Nature, 269,496-512 

Escherichia coli 
Bağırsak Bakte-

risi 
4,639221 4288 1997, Science, 277,1453-1474 

Saccharomyces cerevisiae Bira Mayası 12,500,000 5885 1997, Nature, 387 (Supl),5-105 

Drosophila melanogaster Meyve Sineği 120,000,000 13600 2000, Science, 287,2185-2224 

Yersinia pestis Strain KIM Enterobakter 4,600,000 4,198 2002, J Bacteriol. Aug;184(16):4601-11  

Homo sapiens Ġnsan 2.85 milyar 
~20000-    

25000 
2004, Nature, Oct 21;431 (7011):931-45 

Rhodospirillum rubrum 
Fototrofik mor 

bakteri 
4,406,557 3919 

2005, http://img.jgi.doe.gov/cgi-

bin/m/main.cgi?page=taxonDetail&taxon_ 

oid=400150000 
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desenine bağlı bir yatay hizalama, genomun BYK 
tabanlı bir fiziksel haritasının oluĢmasını sağlar. Ge-
nomun fiziksel haritasının verdiği sıraya  göre BYK 
klonları ayrı ayrı rastgele kesilir, uygun büyüklükteki 
parçalar (1-2 ve 2-10 kb) seçilir ve alt klonlama yapı-
lır. Kalıp DNA rastgele seçilmiĢ alt klonlardan saflaĢ-
tırılır, sekanslama reaksiyonları oluĢturularak  otoma-
tik DNA sekans aletleriyle analizleri yapılır (Zhang 
ve Wu, 2001). Genomu oluĢturan BYK klon kümesi-
nin nükleotid dizilerinin birleĢtirilmesi ile bütün ge-
nom dizisi ortaya çıkartılır. Bu projenin, dizi analiz 
kısmı BYK‟lar arasında  yapıldığı için bu BYK‟ dan 
BYK‟ ya rastgele-seri-atıĢ-sekanslama olarak da ad-
landırılır (Venter vd., 1996). Bu yaklaĢım, 
Saccharomyces cerevisiae (Cai vd., 1998) genomu-
nun fiziksel haritalanması ve dizi analizinde kulla-
nılmıĢtır. Genom projelerinde çözünürlüğü yüksek 
fiziksel haritaların kullanılması, kullanılmayan yakla-
Ģımlara göre mali, süresel ve insan gücü avantajları 
sağlamaktadır. 

 
2. FİZİKSEL HARİTALAMA 

 
Genetik ve sitogenetik  haritalar, fiziksel harita-

lamada ilk kullanılan yöntemlerden olup nükleotid 
dizisine dayalı fiziksel haritalara göre daha az çözü-
nürlüğe sahiptirler. Genetik haritalama metodu, ge-
nomdaki-yeri-aranan gen ile yeri-bilinen bir genetik 
belirtecin (marker gen) kuĢaklar arasında birlikte ka-
lıtımının test edilmesi esasına dayanmaktadır. Diğer 
bir değiĢle; genomda bulunan gen veya gen dıĢı 
(RFLP, SSLP, SNP) bölgelerin genom içindeki yerle-
rinin genetik yöntemler (çaprazlama ve aile soy ağaç 
incelemesi gibi) kullanılmasıyla genetik tabanlı bir 
genom haritası oluĢturulur. Sonuç, genomda hedef 
genin yeri, bilinen belirteç gene göre olabilecek en 
olası mesafedir ve bu fiziksel açıdan (baz-çifti ölçü-
süyle) ölçülebilir bir uzaklık değildir. Sitogenetik ha-
ritalar ise genlerin yerlerinin sitogenetik yöntemler 
(baĢlıca kromozom in situ hibridizasyonu) kullanıla-
rak bulunması iĢlemidir. Bu yöntem, genlerin hangi 
kromozom bandında veya kolunda yerleĢtiğini kesin 
olarak gösterir. Fakat düĢük çözünürlüklü (yaklaĢık 6 
Mb) olmalarından dolayı fiziksel haritalardaki gibi 
baz çiftine bağlı net yer belirtmezler (Bağcı, 2002). 
Bu iki yöntemin çözünürlüklerinin çok düĢük olması, 
genom projeleri açısından tercih edilmemelerine ne-
den olmuĢtur. 

 
Restriksiyon enzim kesimine dayalı ilk fiziksel 

haritalama yöntemi elektroforetik metoda dayanmak-
tadır. Elektroforetik metodlar sınırlı verimlilikte 
DNA göçüne izin verdikleri için çözünürlüğü azaltır-
lar. Bu sınırlamaya rağmen elektroforetik temelli ge-
nom restriksiyon haritalama çalıĢmaları E. coli ve S. 
cerevisiae‟da baĢarılıyla kullanılmıĢtır. Ġnsan genom 
projesi ile 1980‟ lerde baĢlayan “önce haritala-sonra 
dizi analizi yap” stratejisinde ilk önce insan genomu-
nun “klona-dayalı-fiziksel-haritası” çıkartılmıĢtır. 
Klona dayalı fiziksel haritalamada genom, kısmi-
kesim metodu ile restriksiyon endonükleaz enzimleri 
kullanılarak 150.000 bç uzunluğunda kesilir. Bu 
DNA parçaları, BYK‟lara yerleĢtirilerek BYK kütüp-

haneleri oluĢturulur. Her BYK klonu, karakteristik 
bir restriksiyon-endonükleaz-ürün-dağılımı veya de-
seni (pattern) elde edilecek Ģekilde, seçilen 
restriksiyon endonükleaz enzimleri ile tamamen kesi-
lir. Restriksiyon-endonükleaz-ürün-dağılımı agaroz 
jel analizi vasıtasıyla baz-çifti sayısı seviyesinde or-
taya çıkartılır. Bu desenlerin karĢılaĢtırılmasıyla 
klonlar arasındaki örtüĢmeler açığa çıkar ve belli bir 
düzende sıralanırlar. Sonuç; çözünürlüğü 1 Milyon-
baz (Mb)‟ın altına düĢmüĢ klona (nükleotid dizisine)-
dayalı-fiziksel haritadır. Her BYK klonu restriksiyon 
enzimleri ile daha küçük parçalara kesilip yeniden 
klonlandığında ise alt-klonlar oluĢur. Elde edilen alt-
klonlara dizi analizi yapılır. Her alt-klonun dizileri 
birleĢtirilerek BYK klonunun sekansına ulaĢılır. Ge-
nomu oluĢturan BYK kümesinin nükleotid dizilerinin 
birleĢtirilmesi ile bütün genom dizisi ortaya çıkartılır. 
Fiziksel haritalamanın dizi analiz kısmı BYK‟ lar 
arasında  yapıldığı için BYK‟ dan BYK‟ ya yaklaĢım 
olarak da adlandırılır (Venter vd., 1996). 

 
3. OPTİKAL FİZİKSEL HARİTALAMA 

 
DNA dizi analiz teknolojisinde ilerlemeler olma-

sına karĢın, seri-atıĢ sekanslama stratejisiyle yapılan 
bakteriyel genom projeleri iĢ yükü açısından yoğun 
ve dolayısıyla pahalıdır. Bu strateji ayrıca bitirme 
iĢleminin son aĢamasında oldukça zor olan elle mü-
dahaleyi gerektirmektedir (Lim vd., 2001). Bu olum-
suzlukların en aza indirilebilineceği E. coli 
O157:H7‟nin NheI ve XhoI optik haritalarının oluĢtu-
rulmasıyla gösterilmiĢtir. Çünkü bahsedilen çalıĢma-
daki genom haritaları yukarıda anlatılan yöntemler 
yerine çok-uzun-tek-sarmal DNA moleküllerinin 
restriksiyon kesim desenlerinden optik kullanılarak 
oluĢturulmuĢtur. 

 
Günümüzde genom projelerine omurga oluĢtura-

cak fiziksel haritalar, yukarıdaki bahsedilen klona-
dayalı-fiziksel-haritalama metodunun elektroforez 
adımının çıkartılması ve tek DNA molekülünün 
restriksiyon patternlerinin floresans boyalar ile görü-
nür hale getirilmesi, optik olarak görüntülenip ölçül-
mesi esasına dayanan “optik haritalama” adı verilen 
yöntem ile yapılmaktadır (Schwartz ve Samad, 
1997). Tek DNA moleküllerin kullanıldığı optik hari-
talama, Ģu andaki fiziksel haritalama stratejilerinin bir 
alt grubunu oluĢturur (Lee vd., 1998) ve bu yöntem 
aĢağıdaki deneysel adımlar ile gerçekleĢtirilir,  

 
1) BYK‟dan elde edilen tek DNA molekülünün bir 

ucu yapıĢkan yüzeye bağlanır.   
 

2) Geri çekilen hava-su ara yüzü tarafından yüzeye 
tamamen yapıĢtırılarak uzatılır.  

 
3) Uzatılarak düzleĢtirilmiĢ DNA molekülleri 

restriksiyon enzimleriyle kesilir.  
 

4) YOYO-I floresan boya ile boyanır  
 

5) Düz bir düzlemde dizi Ģeklinde ortaya çıkan hiza-
lı DNA molekülcükleri görüntülenip ölçülür. 
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DNA

klon 1 klon 2 klon 3

1. DNA ve cam yüzeyin 

hazırlanması 

2. DNA‟nın cam yüzeye 

düz olarak yapıĢtırılması

3. YapıĢtırılmıĢ DNA‟nın 

yüzeyde bir restriksiyon enzimi

ile kesilmesi 

4. KesilmiĢ düz makro DNA‟ların

YOYO-1 floresan boya ile boyanması

5. Kesilmiş düz makro DNA düzleminin

floresan mikroskop ile resminin çekilmesi

6. Ayrı ayrı klonlardan gelen kesilmiĢ 

düz makro DNA parçaçıklarının 

büyüklüklerinin ölçülmesi ve 

hizalanması ile klona ait ortak kesim 

desenini eldesi

7. Ayrı ayrı klonlardan gelen ortak 

kesim desenlerinin tekrar hizalanarak 

genomdaki son sıralarının bulunması

mikroskop lam yüzeyi

DNA
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1. DNA ve cam yüzeyin 

hazırlanması 

2. DNA‟nın cam yüzeye 

düz olarak yapıĢtırılması

3. YapıĢtırılmıĢ DNA‟nın 

yüzeyde bir restriksiyon enzimi

ile kesilmesi 

4. KesilmiĢ düz makro DNA‟ların

YOYO-1 floresan boya ile boyanması

5. Kesilmiş düz makro DNA düzleminin

floresan mikroskop ile resminin çekilmesi

6. Ayrı ayrı klonlardan gelen kesilmiĢ 

düz makro DNA parçaçıklarının 

büyüklüklerinin ölçülmesi ve 

hizalanması ile klona ait ortak kesim 

desenini eldesi

7. Ayrı ayrı klonlardan gelen ortak 

kesim desenlerinin tekrar hizalanarak 

genomdaki son sıralarının bulunması

mikroskop lam yüzeyi

 
 

ġekil 1: Optik genom haritalamanın deneysel temel adımlarının Ģematik olarak gösterilmesi  (Lai vd., 1999) 
 
6) Benzer Ģekilde elde edilmiĢ diğer patternler ile 

hizalanır (ġekil 1). 
 
Floresan mikroskop, tek molekül DNA dizicikle-

rinin yüksek-çözünürlükte (Aston vd., 1999) 
restriksiyon kesim desenlerinin resminin çekilmesi; 
böylelikle, gerekli ölçümlerin yapılabilmesini sağla-
yarak optiğe dayalı fiziksel haritaların ortaya çıkma-
sında rol oynamıĢtır. Böyle optik haritalar, hem bü-
yük-parça içeren klonlardan hem de genomik DNA‟ 
dan direk elde edilebilinir ve genom projelerinde ter-
cih edilen seri-atıĢ sekanslaması için bir omurga teĢ-
kil ederler (Aston vd., 1999). Genom projelerinde 
böyle sıralanmıĢ-restriksiyon-harita omurgaları; dizi 
doğrulaması, örtüĢen (kontig) parça birleĢmesinde 
hataları tanımlama ve son birleĢtirme için kullanılır. 
Ayrıca bu haritalar, eksik dizilerin büyüklüğünü ve 
yerleĢimini ölçmede kullanılarak rastgele-seri-atıĢ 
sekanslama adımının yetersizliklerini telafi ederler 
(Lim vd., 2001). 

 
Bir tek DNA molekülünden oluĢturulmuĢ bir 

restriksiyon haritasının kalitesi; mikroskopun çözü-
nürlüğü, görüntüleme sistemi, yüzey koĢulları ve 
restriksiyon-kesim reaksiyonunun kesim etkinliği 
gibi birkaç faktöre bağlıdır. Ayrı moleküllerden türe-
tilmiĢ eksik haritaların topluluğundan sonlandırılmıĢ 
haritalar oluĢturmak amacıyla istatistiksel değerlen-
dirmeler kullanılmıĢtır. BitirilmiĢ harita, restriksiyon 
kesim bölgeleri ile ilgili akla yakın hipotezlerin test 
edilmesi ve veriye en uygun (olası) hipotezin seçil-

mesi ile hesaplanır. Amaç, maksimum olasılıkla veri-
len veri grubu ile en olası bir model bulmaktır. Her 
model, restriksiyon kesimlerinin, boyutlama hataları-
nın, yanlıĢ optik kesimlerin ve yönelmeme, kayıp ve-
ya kırık fragmentler ile sahte moleküllerin varlığın-
dan ortaya çıkan hataların olası sayısını içermektedir 
(Lee vd., 1998). 

 
3.1 Optik Haritalamanın Önemli Gelişim   

Evreleri 
 
Restriksiyon enzim tabanlı klona dayalı fiziksel 

haritalama yaklaĢımları arasında bu yöntemin geliĢi-
mi, görüntüsü-zenginleĢtirilmiĢ fluoresans 
mikroskopisi aracılığıyla solüsyon ortamındaki 
floresans ile boyanmıĢ tek DNA moleküllerinin hare-
ketinin ilk defa  optiksel olarak bildirilmesi ile baĢ-
lamıĢtır (Yanagida vd., 1986). Ġlk yöntemde, tek 
DNA molekülleri solüsyon ortamı yerine bir lam ve 
lamel arasında oluĢturulmuĢ eriyik agaroz  akıĢında 
uzatılmıĢ ve moleküller tamamıyla gevĢemeden eri-
yik agaroz jel yarı-katı hale getirilerek DNA düzleĢti-
rilmiĢ ve Yanagida ve arkadaĢlarının yöntemiyle gö-
rüntülenmiĢtir (Cai, 1995). Ġkinci yaklaĢımda, agaroz 
yerine DNA‟nın yapıĢmasını ve gerilmesini sağlayan 
pozitif yüklü lizin ile kaplanmıĢ lamel üzerine DNA 
molekülleri düz Ģekilde yapıĢtırılmıĢtır. Uzamayı ar-
tırmak için DNA, lam lamel arasında (kapalı cam 
sandviç) sıkıĢtırılmıĢtır. Tespit etme koĢulları, 
DNA‟nın gerilme ve gevĢeme dengesi kurularak 
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kontrol edilir. Kapalı cam sandviç yaklaĢımını kulla-
narak, sıralanmıĢ restriksiyon haritaları insan 
Beckwith-Wiedeman lokusu, BRCA-2 lokusu ve fare 
olfaktori lokusu için kullanılmıĢtır (Lee vd., 1998). 
Kapalı cam sandviç yaklaĢımı, DNA yapıĢma özelliği 
geliĢtirilmiĢ yüzeye DNA moleküllerinin küçük bu-
harlaĢan damlalar içerisinde çarpmasından sonra iki 
cam yüzey arasında sıvı örneğin sıkıĢtırılması ile 
DNA moleküllerinin uzatılması ve tespit edilmesi 
Ģeklinde daha da geliĢtirilmiĢtir (Jing vd.,  1998). 
Böylece, buharlaĢma-sıvı akıĢ gücü ile düzleĢtirilmiĢ 
moleküller, restriksiyon endonükleazların ve DNA 
polimeraz I gibi enzimlerin yaklaĢabileceği Ģekilde 
tespit edilir. Optik restriksiyon haritalamanın DNA 
uzatma adımı geliĢtirilmiĢ bir motor aracılığıyla sabit 
olarak oluĢturulan menisküse (sıvı/hava arayüzey) 
yardımıyla daha da geliĢtirilmiĢtir. Menisküsün geri 
çekilmesi esnasında sıvı yüzey gerilimi ile birleĢen 
hareket ve buharlaĢma güçleri DNA moleküllerinin 
açılmasını ve düzleĢen moleküllerin kuruyan yüzeye 
yapıĢmasını sağlar. Bu metod, herhangi büyüklükteki 
DNA‟yı teorik olarak düzleĢtirebilir çünkü yüzey ge-
rilimi ile oluĢturulmuĢ düzleĢtirme gücü DNA mole-
kül uzunluğundan bağımsızdır ve menisküs hızı 
DNA‟yı kırabilecek hidrodinamik güçleri en aza indi-
rir (Yokota vd., 1997). En son geliĢtirilen bu uzatma 
yaklaĢımı birbirine paralel çoklu kanal sisteminde ki 
sıvı akıĢ gücüne dayanmakta olup OptiChip‟in oluĢ-
turulmasında kullanılmıĢtır (OpGen Inc.). 

 
Ġlk çalıĢmalarda, görüntüler fotoğraf olarak top-

lanmıĢ ve harita örtüĢenleri elle birleĢtirilmiĢtir (Lin 
vd., 1999). Görüntüler Gencol (Lim vd., 2001) bilgi-
sayar yazılımı ile toplanmakta, haritaların birleĢtiril-
mesi Convex (Aston vd., 1999) ve Gentig (Lin vd., 
1999) yazılımları ile sağlanmaktadır. Daha sonraları 
bu programlar tüm iĢlemi yapabilecek tek bir yazı-
lımda toplanarak IP Lab Spectrum (Yokota vd., 
1997) ve Optical Map Maker (OMM) (Jing vd., 
1998) yazılımları olarak geliĢtirilmiĢtir. Tüm iĢlemle-
rin tamamıyla otomatik yapılabilmesi için optik hari-
talama yüzeyleri üzerine robotik yardımıyla tek DNA 
moleküllerinin yerleĢtirilmesi, görüntüleme ve analiz, 
mikroskop kontrolü, makine vizyonu ve istatistiksel 
analizlerin birleĢik sistem Ģekline geliĢtirilmesiyle 
baĢarılmıĢtır (Schwartz, 1997). En son geliĢtirilen 
“Optical Mapping Cluster” sistemi, Map Plot yazılı-
mı gibi yazılımlar vasıtasıyla iki E. coli suĢu arasın-
daki en küçük farklılığı bile ayırt edebilecek hassasi-
yettedir (OpGen Inc.).  

 
Bu çalıĢmalarda soğutmalı-Ģarj-kamerasının 

(cooled charged coupled device; CCD) kullanılma-
sı,YOYO-I floresan ile boyanmıĢ tek DNA molekül-
lerinin büyüklük algılanmasını 28 kb‟dan 800 bç‟ye 
kadar düĢürmüĢtür (Meng vd., 1995). Kapalı cam 
sandviç yaklaĢımlarının alt ve üst çözünürlük sınırla-
rı, 60 kb çözünürlük sınırına sahip jel-tabanlı (yarı-
katı) yaklaĢıma göre büyük bir ilerlemeyi ortaya ko-
yar. Biyoinformatik programlar, genomun tümünü 
temsil eden BYK kütüphanesi klonlarından elde edi-
len restriksiyon enzim desenlerini karĢılaĢtırır ve ör-
tüĢen dizileri bir araya getirerek tüm genomun fizik-

sel haritasının oluĢmasında yardımcı olur (Lim vd., 
2001). Restriksiyon endonükleaz kesiminin etkinliği, 
restriksiyon haritaları bilinen kontrol moleküllerin 
(Lamda faj DNA‟sı) kesim aralıklarının sayılması ile 
değerlendirilir. Biyoinformatik iĢlemde, önce her bir 
klonun restriksiyon desenindeki doğru 100 DNA mo-
lekülü üzerinde histogram analizi ile yapılır ve bu 
deseni en iyi temsil eden 5-10 molekül harita oluĢtu-
rulmasında kullanılmak için seçilir. Son harita, 
patternleri örtüĢen farklı klonların restriksiyon parça 
büyüklüklerinin dikkate alındığı “ortalama” olarak 
oluĢturulur.  

 
3.2 Optik Fiziksel Haritalama Yönteminde 

Deneysel Adımlar 
 
3.2.1 Organizmanın Genom BYK Kütüphanesi’ 

nin Oluşturulması 
 
Organizma genomu BYK Kütüphanesi‟ nin oluĢ-

turulması bu organizmanın genomik DNA‟ sının par-
çalamadan bir bütün halinde izolasyonuyla baĢlar. 
Genomik DNA istenen kalitede ise bu genomu seyrek 
kesen restriksiyon enzimleri ile kesimi yapılır. Ör-
nekler farklı-akım-alanlı-jel-elektroforezi (PFGE; 
Pulse Field Gel Elektroforezi) ile ayrılarak 150-200 
kb büyüklüğündeki genomik DNA parçalarının bu-
lunduğu jel bölgesi kesilerek alınır ve bu kısımdaki 
DNA saflaĢtırılır. Klonlama için hazırlanan BYK 
vektörü ile genomik DNA parçaları, DNA ligaz en-
zimiyle birbirine yapıĢtırılır. Elektroporasyon yönte-
miyle bu E. coli‟ ye transfer edilerek BYK kütüpha-
nesi oluĢturulur (Meizhong, 2003). 

 
3.2.2 BYK Klonlarının Optik Haritalanması 

 
Kütüphaneden alınan her bir klonun optik harita-

lama yüzeylerine yapıĢtırılması Ģu aĢamaları içerir; 1) 
lamlar DNA için yapıĢkan hale getirilir, 2) BYK‟dan 
elde edilen genomik DNA, yapıĢkan hale getirilmiĢ 
lam yüzeye yayılır ve sıvı akıĢıyla DNA düzleĢtirilir. 
Her lama yapıĢtırma iĢleminde lambda faj DNA mo-
lekülleri genomik DNA ile birlikte karıĢtırılarak yü-
zeye yapıĢtırılır; lambda faj DNA molekülleri kesim 
etkinliğinin ölçümü ve büyüklük hesaplaması için bir 
floresan standardı olarak kullanılır, 3) yapıĢtırılmıĢ 
DNA  restriksiyon enzimi ile kesilir, 4) YOYO-I ile 
boyanır, 5) hassas floresan mikroskop ile görüntüler 
toplanır, ve 6) toplanmakta olan görüntülerin iĢlemi 
özel yazılımlar vasıtasıyla yarı otomatik olarak yapı-
lır (Lim vd., 2001).   

 
3.2.3 Biyoinformatik Analiz ile BYK  Klonla-

rının Genomdaki Yerlerinin Belirlene-
rek Organizmanın Fiziksel Haritasının 
Oluşturulması 

 
Biyoinformatik yazılımlar kullanılarak her bir 

klondan elde edilen restriksiyon enzim desenleri bir-
leĢtirilir. Bunun için herbir klon desenine bir numara 
verilerek etiketlenir. Etiketlenen klonların 
restriksiyon enzim kesim bölgelerine bağlı olarak 



Anadolu Üniversitesi Bilim ve Teknoloji Dergisi, 8(1) 
 

18 

örtüĢen kısımları birbiriyle hizalanır ve hizalanan 
restriksiyon enzim patternindeki hatalar düzeltilerek, 
eksikler giderilir ve haritanın son hali oluĢturulur 
(Zhongwu vd., 1999). 

 
4. OPTİKAL FİZİKSEL HARİTALAMADA  
    OTOMASYON 

 
Büyük DNA parçaları, OptiChip adı verilen bir 

mikro-sıvı lamı üzerine yapıĢtırılır. OptiChip, DNA 
yapıĢmasına uygun hale getirilmiĢ bir cam yüzeye 
yerleĢtirilmiĢ birbirine paralel kanallı bir maske ile 
kaplanmıĢtır. Bu kanallar ancak bir tek DNA sarma-
lının sığabileceği aralıktadır. DNA molekülü, 
OptiChip‟ in kanallarından akarken, herbir DNA mo-
lekülü tek bir kanal boyunca uzatılır ve yüzeye sabit-
lenir. Bu sayede 0.5 – 2.5 Mbç (milyon baz çifti) bü-
yüklüğe sahip bir DNA molekülü haritalanabilir. 
OluĢturulan son haritada herbir genomik DNA parça-
sı 50‟den fazla temsil edilir. Son haritanın yüksek 
sayıda örnekleme dayandırılması yüksek doğruluğa 
sahip olmasıyla sonuçlanır (OpGen, Inc., 
http://www.opgen.com/default.aspx). 

 
Bu dizilerin görüntüleri, bilgisayarlı Optik Hari-

talama Ġstasyonu ile oluĢturulur. Bu istasyon, 
OptiChip‟ i otomatik olarak tarayan bir floresans 
mikroskop içerir ve her alanda görüntü yakalayabilir. 
Ġstasyon, optik dayanıklılık için sabit bir tablaya 
monte edilmiĢ ve aydınlatma yüksek güçte, kesintisiz 
argon-ion lazer kullanımıyla sağlanmıĢtır (OpGen, 
Inc.). 

5. SONUÇ VE ÖNEMİ 
 
Günümüz genom projelerine omurga oluĢturabi-

lecek fiziksel haritalar, tek DNA molekülünün 
restriksiyon desenlerinin floresan boyalar ile optikçe 
görünür hale getirilmesi ve optik olarak görüntülenip 
ölçülmesi esasına dayanan optik haritalama yönte-
miyle gerçekleĢtirilmektedir. Optik Haritalama, 
prokaryotik organizmalardan insana kadar çok çeĢitli 
organizmaların fiziksel haritasının çıkartılmasında 
baĢarıyla kullanılmıĢtır (Tablo 1). Genomun fiziksel 
haritasının çıkartılması, genom projelerinin dizi ana-
liz kısmının planlanabilmesini ve böylece proje za-
manı ile bütçesinde tasarrufu sağlar. Çünkü sırası ve 
büyüklüğü bilinen BYK klonları ile dizi analizi ko-
laylıkla  adım adım planlanabilmekte, ayrıca, 
biyoinformatik analizin BYK‟lar içinde ve arasında 
daha küçük bölgelerin birleĢtirilmesinde kullanılma-
sından dolayı hata payı en aza indirilmiĢtir. Fiziksel 
harita, ilk önce yapıldığı için genom dizi analiz proje-
si esnasında veya sonunda eksik- bölge problemi or-
tadan kalkar. Haritalama yüzeylerine, yoğun olarak 
yapıĢtırılmıĢ BYK klonlarının yüksek çözünürlükte 
optik haritaları, örtüĢen klonların yüksek çözünürlük-
te hizalanması sekanslama için bir omurga olarak 
hizmet eder. Yüksek çözünürlükteki bu restriksiyon 
haritaları tümüyle-seri-atıĢ sekanslama projelerinde 
maliyeti arttıran „atasal fazlalık (dizi analizi yapılmak 
zorunda bulunulan klon sayısı) miktarını‟ indirge-
mektedir (Schwartz ve Samad, 1997).  Bu nedenlerin 
yanında, geniĢ çaplı sekanslama projeleri için yüksek 
çözünürlükteki fiziksel haritaların yararlarını, ucuz ve 
yüksek çözünürlükte olmaların dolayı da reddetmek 
zordur. 

 
 
           Tablo 2: Optik Haritalama yoluyla fiziksel haritaları tamamlanmıĢ organizmalar 

ORGANİZMA SINIFI 
GENOM (bç) 

BÜYÜKLÜĞÜ 
DERGİ, SAYI VE YILI 

Rhodobacter sphaeroides  2.4.1 bakteri 4.576,980 Genome Res. 13: 2142-2151, 2003. 

 Yersinia pestis  KIM bakteri 4,570,000 Appl Enviro Microbio. 68: 6321-6331, 2002. 

 Escherichia coli  O157:H7 bakteri 4,639,221 Genome Res. 11: 1584-1593, 2001. 

Deinococcus radiodurans bakteri 2,600,000 Science, 285: 1558-1562, 1999. 

Aspergillus fumigatus mantar ~35,000,000 OpGen, Inc.,Wisconsin – February 3, 2004 

Candida albicans mantar ~16,000,000 Proc Natl Acad Sci, 92: 5164-5168, 1995 

Saccharomyces cerevisiae ökaryot 12,500,000 Science, 262: 110-114, 1993. 

Plasmodium falciparum ökaryot 23,000,000 Nature Genetics, 23: 309-313, 1999. 

Rhodospirillum rubrum 
Fototrofik 

mor bakteri 
4,406,557 2005, Appl. Environ. Microbiol 

Homo sapiens Y kromozomu, DAZ 

lokusu 

insan 2.85 milyar Genome Res. 10: 1421-1429, 2000. 
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Optik haritalama, genom sekanslama çalıĢmala-
rına büyük kolaylık sağlayabilir. Ġnsanda ölümcül 
hastalıklara neden olan mikroorganizmalara ait ge-
nomların fiziksel haritaları optik haritalama yöntemi 
ile hızlı bir Ģekilde çıkarılmıĢtır (Tablo 1). Sonuç ola-
rak; optik haritalama yöntemi, Ġnsan Genom Projesi-
nin eksik bölgelerinin tamamlanmasının kolaylaĢtı-
rılması ve genomların hızlı parmak izlerinin çıkartı-
labilmesi ile insanda hastalık yapan diğer mikroorga-
nizmaların neden olduğu öldürücü hastalıkların önle-
nebilmesi ve etkin tedavi yöntemlerinin geliĢtirilme-
sinde rol oynayacak bir açılıma sahiptir.  
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