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Next generation sequencing




GIRIS....

DNA dizilerinin bilinmesi temel biyoloji ,biyoteknoloji,adli bilim tibbi tani koyma
gibi pek ¢ok sahada vazgecilmez hale gelmistir.

DNA dizilemesi biyolojik arastirma ve kesifleri ¢ok hizlandirmistir. Modern DNA
dizileme teknolojilerin miimkiin kildigi hizli DNA dizileme sayesinde insan genom
projesi'nde insan genomu dizilenebilmistir. Benzer projelerle pekcok hayvan,
bitki ve mikrop genomunun tam dizisi tretilebilmistir.

ilk DNA dizileri 1970'lerin baslarinda iiniversite arastirmacilan tarafindan iki-
boyutlu kromatografiye dayanan zahmetli yontemlerle elde edilmistir. Otomatik
analizle ¢alisan boya-tabanh dizileme yontemlerinin gelisimiyleDNA dizilemesi
¢ok daha kolaylasmis ve birkag biiylkliik mertebesi hizlanmistir




TARIH

yiinda Robert HOLLEY tarafindan 74 niikleotidlik birtRNA
molekiliiniin dizi analizi yapilmistir.

¥

yilinda Allan MAXAM-Walter GILBERT ve Frederick SANGER tarafindan

iki farkli DNA dizi analizi yontemi bulunmustur.

\ 4

yilinda Akiyoshi WADA DNA dizi analizinin otomatik olarak yapilmasini
onermistir ve robotlar gelistirilmeye bagslanmistir.

L 4

yilinda California Teknoloji Enstitiisiinden (Caltech) Leroy HOOD ve
Llyod SMITH tarafindan DNA dizi analizinde kullanilacak tam otomatik
bir makine bulunmustur.
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TARIH

—

yilinda Edward UBERBACHER tarafindan bir gen bulma programi
olan GRAIL kullanilmaya baslanmistir.

¥

yilinda 21 kromozomun DNA Dizi Analizi tamamlanmistir.

¥

yilinda Craig VENTER, Claire FRASER ve Hamilton SMITH
tarafindan Haemophilus influenzea’ ya ait ilk DNA dizisi

yayinlanmistir.

yilinda ulusal bir konsorsiyum tarafindan bir ekmek mayasi
olan S.cerevisiae’nin DNA dizisi yayinlanmistir.

¥

yilinda Sanger Center ve Washington Universitesi bilim adamlari
tarafindan Caenorhabditis elegans’ in DNA dizisi agiklanmistir.
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TARIH

yilinda ingiltere, Japonya ve ABD’den bilim adamlar tarafindan insanin
22. kromozomunun DNA dizisi tamamlanmistir

¥

yiinda Celera ve isbirligi icinde oldugu (niversiteler tarafindan

Drosophila melanogaster’ in DNA dizisi agiklanmistir. 2000 yili Haziran
ayi icinde insan Genom Projesi katilimcilari ve Celera’ nin insan gen
haritasi taslagini tamamladigi aciklanmistir. Arabidopsis thaliana 2000
yilinda DNA dizisi agiklanan ilk bitki olmustur.

\ 4

yilinda Whitehead Enstitiisiinde gorevli David PAGE ve arkadaslan Y
kromozomunun dizi analizini tamamlamislardir.




SANGER METHODU

Prosediir PCR nin isleyisine benzer DNA tek zincir haline getirilir.Reaksiyona
girecek olan karisimda bol miktarda doért ¢esit normal niikleotid dATP ; dGTP ;
dCTP ; dTTP bulunur

Karisimda ayni zamanda diziyi rastgele sonlandirmak igin farkli renkte
flouresan kimyasallarla isaretlenmis dideoxynukleotidler vardir.
ddATP; ddGTP ; ddCTP ; ddTTP ; DNA polymerase | ise sentezde
zincirin uzamasi asamasinda gereklidir.




SANGER METHODU

Zincir uzamasi esnasinda normal niikleotidler sirayla eklenir; fakat DNA
polimeraz normal deoxyniikleotid yerine dideoxy niikleotid (renkli olarak
gosterilen) ekledigi zaman zincirin uzamasi sonlanir.

Bu eklenme rastgele oldugu igin degisik uzunluklarda milyonlarca
fragment olusur.Bu fragmentler ayni zamanda sonlandiklari noktada
kendilerine 6zgi flouresan boya da tagimaktadirlar.

Reaksiyon sonrasinda elektrokinetik enjeksiyon sistemiyle ¢alisan cihazlarda
fragmentler, kisadan uzuna dogru ayrilirlar.Bu ayrim kapiller denilen ince
borucuklarin igerisinde o kadar hassas yapilir ki, birer nukleotid uzunluk farkiyla
birbirlerini izlerler.




SANGER METHODU

Sonlandirildiklar1 noktada dideoxyniikleotid tasidiklari i¢cin her bir
fragment doért c¢esit dideoxyniikleotidten birine ait flouresan
boyada bulundurmaktadir.

Kapillerde bulunan kigiik cam pencerenin o6niinden gecgerken
cihazin lazer sistemi flouresan boyalari uyararak her birinin kendine
6zgii dalga boyunda isima yapmasini saglar.

Yine cihaza entegre bir kamera sistemiyle bu isimalar kaydedilir, siraya konup
degisik bilgisayar degerlendirmeleri ve filtrasyon islemlerinden gegirildikten
sonra DNA dizi bilgisi (sequence) olarak bize ulasir.







SANGER METHODU
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A Séquencage d'ADN




SANGER METHODU

SEQUENGAGE AUTOMATIQUE
Exemple de 'ABI PRISM 310

Capillaire
d’électrophorése
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- 1440, - 1520, - 1600, = 1680, = 1760, = 1540, = 1920, = 2000

ACTACCTAT TGGGTAAGTGGAGGGGG6GTGGAGNGGAGGATGCRTGGE TCGGARAGC CTGGTGGECA GARAGH
130 140 150 160 170 18 190

f " Substitution G->T

¥

MUTANT

!

1360, - i 1440, - g 1520, - i 1600, - d 1680, - g 1760,

1 1.920I N 1 2.000I

TARCCTAT TGGGTAAGTGGAGGGGGTGGAGGGG6GAGGATGCATGGCE TCGGAGC CTGGTGGCE CGGAGE TGE
130 140 150 160 170 150 190

" 1 NORMAL

ik




SANGER METHODU

Automated san




_{ ‘{HSANGER METHODU dezavantaijlari

DNA bazi pargalari sekense edemez sentromer gibi

Cok yavas calisiyor
Allel frekansi edemez

‘ Sanger metodunun yetmez




“*2az Siralama orani 30 kat artmistir

1813985789 —

1 368 849 724

893 712 177

531 594 387

273 980 038

132 229 42
51 259 96

11/2001 11/2002 11/2003 1/2004 11/2005 11/2006 11/2007
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f‘”é’\GELECEK NESIL SEKANSLAMA

Diisiik masrafli dizilemeye olan biiyiik talep, yiiksek hacimli dizileme
teknolojilerinin gelistiriimesine yol agmistir.

Bu teknolojilerde dizileme siireci paralellestirilerek binlerce veya milyonlarca dizi
ayni anda iiretilir. Yiiksek hacimli dizileme teknolojilerinin amaci, standart boya
sonlandirma yoéntemleri ile miimkiin olan DNA dizileme masrafini azaltmaktir




GELECEK NESIL SEKANSLAMA
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5 SOLID SISTEM ROCHE/454

_f

Pirodizilemenin paralellestirilmis bir versiyonu 454 life sciences tarafindan
gelistirilmistir. Bu yontemde bir yag sollisyonu icindeki su damlaciklarinda yer
alan DNA, PCR ile ¢ogaltilir (emiilsiyon PCR'si).

Tek bir DNA kalibinin tek bir primer kapli boncuga bagh oldugu her damlacik,
sonra klonal bir koloni olusturur. Dizileme makinasi ¢ok sayida pikolitre
hacimli kuyulara sahiptir, bunlarin her biri tek bir boncuk ve dizileme
enzimleri igerir.

Pirodizilemede liisiferaz enzimi kullanilir, bu enzimin (rettigi 1sik ile
biiyimekte olan DNA'ya eklenen her bir niikleotitin tespit edilir. Veriler
birlestirilerek dizi okumalan iiretilir.

Bu teknoloji orta uzunlukta diziler uretir, baz basina maliyeti
Sanger dizilemesi ile SOLID arasinda yer alir.
ATCG










SOLID-PHASE AMPLIFICATION
ILLUMINA/SOLEXA

Solexa (artik illumina biinyesindedir) tersinir boya sonlandiricilarina dayanan
dizileme teknolojisini gelistirmistir DNA molekiilleri bir lam iizerindeki

primerlere baglanir, sonra ¢ogaltilarak lokal, klonal koloniler olustururlar
(koéprii amplifikasyonu).

Dort tip dNTP eklenir, dahil edilmeyen niikleotitler yikanip atilir.
Pirodizilemeden farklh olarak, DNA ancak bir defada bir niikleotit

kadar uzatilabilir. Bir kamera ile floresan isaretli niikleotitlerin resmi
cekilir.

Sonra 3' uctaki bloker ve floresan boya beraberce kimyasal olarak
cikarilir ve bir sonraki déngii baslar




*maiy  SOLID-PHASE AMPLIFICATION

6-9

o, ILLUMINA/SOLEXA







Platform

Roche/454%
OS5 FLX
Titanium

Mumina
Solexa™ GAI

Life/APG's
S0LID 3

Polonator
G007

Helicos
BioSciences
Helitcope

Pacific
Biosciences
(target
release:
2010)

Library/
template
preparation

Frag. MP/
emPCR

Frag. MFP/
solid-phase

Frag. MP/
emPCR

MP only/
emPCR

Frag, MP/
single
molecule

Frag only/
single
molecule

NGS Read
chemistry length
(bases)
P5 330*
KTs 750r
100

Cleavable 50

probe S5BL

Mon- 26
cleavable

probe SBL

RT= 32=
Real-time  064*

ATCG

Rumn
time
{days)
0.35

47 oA

77, 148

'ET

MNAA

Gb
per
run

0.45

187,
3o

30%,
508

124

C ¥

MNAA

Machine
cost

(USS)
500,000

540,000

595,000

170,000

000,000

N/A

Pros

Longer reads
improve
mapping in
repetitive
regions; fast
run times

Currently the
most widely
usad platform
in the field

Two-base
encoding
provides
inherent error
correction

Least
EXpENSIVE
platform:
OpEn source
to adapt
alternative
NG5S
chemistries

Mon-bias
representation
of templates
for genome
and seq-based
applications

Has the
greatest
potential
for reads
excesding
1kb

Cons

High reagent
cost; high
ErTor rates

in homo-
polymer
repeats

Lo
multiplexing
capability of
samples

Long run
times

Lisers are
required to
maintain

and quality
control
reagents:
shortest NGS
read lengths

High error
rates
compared
with other
reversible
terminator
chemistries

Highest
EITor rates
compared
with other
MNGS
chemistries

Biological
applications

Bacterial and insect
genome de novo
assemblies: medium
scale (=3 Mb) exome
capture; 165 in
metagenomics

Variant discovery
by whole-genome
resequencing or

whole-exome capture;

gene discovery in
metagenomics

Wariant discovery
by whole-genome
resequencing or

whole-exome capture;

gene discovery in
metagenomics

Bacterial genome
resequencing for
wvariant discovery

Seq-based methods

Full-length
transcriptome
sequencing:
complements other
reseq OIS
1y 1's [ s
structural variants and
haplotype blocks
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tesekkiir ederim ...




