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-Omik(s) (-omics) = = = ==
Teknolojileri "

* Yunanca —ome eki kelimeye butlnlik,
tumlik anlami katmaktadir.

* —omiks (omics), karmasik sistemleri
bituncdl bir bakis acgisiyla ele almayi
ifade eder.

_____________________________________________________________________________________________________________________ personal “omics” profile.
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Teknolojilerine
Genel Bakis

* Genom: Bir organizmanin tum
genleri belirlemek, birbirleriyle

iks

kromozomlarindaki genetik bilginin tamamini

ifade etmektedir.
uygun yontemler ile gelismis teknolojileri

kullanilarak yapilan ¢alismalari ve bu

ve cevreyle etkilesimlerini ortaya koymak icin
calismalardan elde edilen bilginin veri

tabanlarinda depolanmasini ifade eder.

tanimlamak,

Om

* Genomik(s): Bir canlinin genomunu



Omiks Teknolojilerine
Genel Bakis

* Transkriptom: Bir organizmada
"belirli yer ve zamanda" Uretilen
tum mRNA’lari tanimlar.

* Transkriptomik(s): Transkriptomun
kalitatif ve kantitatif analizini
iceren tim calismalari
kapsamaktadir.



Omiks Teknolojilerine
Genel Bakis

* Proteom: Bir organizmada "belirli yer
ve zamanda" bulunan tim proteinleri
tanimlar.

* Proteomik(s): Proteomun kalitatif-
kantitatif analizini ve proteinlerin
birbirleriyle etkilesimlerini iceren tim
calismalari kapsar.







Tissue/Cell Lines

DNA copy-number assessment -l *Cug ‘_'“ & e
- . to DNA microarrays
*RoMmics X * DNA sequencing
Mutation screening — « Mass-spectrometry-based genotyping

* Mutation-specific PCR

Transcriptomics

* Multiplex PCR
MicroRNA-expression profilin, * DNA microarrays
e “ * Multiplex PCR

‘l Gene-expression pmﬂliu_{ * DNA microarrays

Proteomic profiling -I * Mass spectrometry
Proteomics

* Mass spectrometry after
Phosphoproteomic immunoprecipitation with
profiling phosphotyrosine-specific
antibodies

* Sekil 1. Omiks teknolojilere genel bakis




Genomiks

e Genom analizi ile ilgili tim calismalari
kapsamaktadir.

* Genomiks calismalari, genom projelerinin
basladigi 90’ yillarin  basinda  ivme
kazanmistir  DNA sekanslama tekniklerinin
bulunmasi ve gelismesi, genomiks alaninda
ilerleme saglamistir.

e Veri depolama ve analizlerinde bilgisayarlarin
kullaniimasi (biyoinformatik), genomiks
alanina cok 6nemli katkilar saglamistir.



* Yapilan ¢alismalarin niteligi bakimindan
genomiks, yapisal ve islevsel genomiks olmak

atttca[{ F{ gCgCl‘gfadgg““ , | uzere ikiye ayrilmaktadir.
* Yapisal genomiks, DNA dizi bilgisinin ortaya
ﬁff O aacgcagg?‘(g(. (8L glka'rllmaswla ilgili tim calismalari kapsar (or:

| belli genlerin dizilenmesi veya genom
OO0 AP . ! :
dizilemeleri)

* islevsel (fonksiyonel) genomiks ise DNA
uzerinde ifade edilen bolgelerin Grunlerini,
MRNA analizini kapsar (6r: mRNA dizilenmesi).
Islevsel genomiks’in amaci bir bakimdan DNA
dizisine anlam kazandirmaktir.

Genomiks
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Genomiks ¢calismalarinda kullanilan baslica

vontemler

DNA ve RNA
dizileme teknikleri

Kromozomda her
bir genin pozisyonu

Gen ifade (mMRNA)
seviyesine bakmak

Potansiyel gen
bolgeleri

Gen fonksiyonunu
belirlemek

Genlerin etrafindaki
duzenleyici bolgeler

Genoma ait dizi
bilgisi

Gen Urdnu olan
proteinlerin genetik

kodu hakkinda bilgi
verir.




DNA Dizileme Yontemleri

DNA Dizileme (Sekanslama)

Genomlarin dizilenmesini iki 6nemli bulus miimkiin kilmistir:




DNA Dizileme (Sekanslama)

e 1977 yilinda Alan M. Maxam ve Walter

Gilbert DNA’nin kimyasal
modifikasyonunu takiben ozgul
bolgelerden kirilmasi prensibine dayanan
bir DNA dizileme yontemi

tanimlamislardir.

 Ayni yil F. Sanger, S. Nicklen ve A. R.
Coulson, 1975 vyilinda vyayinladiklari
yontemi modifiye ederek dideoksi zincir
sonlanma reaksiyonu ile DNA dizileme
yontemini yayinlamislardir.

4 Y

 Walter Gilbert ve Frederick Sanger bu - “ ,
calismalari neticesinde 1980 vyilinda Walter Gilbert Frederick Sanger
kimya dalinda Nobel 6duli almislardir. (1932-, US Physicist and Biochemust) (1918, UK Biochemist)



DNA
Dizileme

(Sekanslama)

lIk otomatize DNA dizileme cihazi,
Sanger yontemi esas alinarak 1986
yilinda Applied Biosystems tarafindan
uretilmistir.

GUnumuzde yeni nesil dizileme
teknolojileri gelistirilmistir. Ancak hala
Sanger sekanslama yontemini temel
alan cihazlar da kullanilmaktadir.




Sanger dideoksi zincir sonlanma reaksiyonu

Sanger dideoksi zincir sonlanma reaksiyonu, Sanger ve ark. tarafindan 1977
yilinda yayinlanan yonteme dayanmaktadir. Kisaca Sanger dizileme yontemi
olarak da bilinmektedir.

Yontemin temeli; radyoaktif isaretli primer, dideoksi niikleotit ve

poliakrilamit jel elektroforezi kullanimina dayanmaktadir.

DNA sekanslama icin dncelikle DNA'nin izole edilmesi gerekmektedir. Daha
sonra PCR ile ilgili bolge cogaltilir ve takip eden prosediirler uygulanir.
DNA’nin iyi ve degrade olmadan izole edilmesi sekanslama verimini arttirir.




Dideoxynucleotide (ddNTP)
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e Sekil 2. ddNTP ve dNTP’nin
yapisal formulasyonu

Deoxynucleotide (ANTP)
O O O
| | |

I | |
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* Floresan isaretli ddN'TP’ler gelistirilmistir. Her bir

AN dideoksi niikleotit (ddGTP, ddATP, ddCTP, ddTTP)

farkli dalgaboylarinda emisyon veren floresan boyalar

2 VAVAVAN ile baglanmis bir sekilde iiretilmistir.

* Bu sekilde hepsini tek bir tiipte karistirarak tek bir
reaksiyon miimkiin olur. Sonlanmanin gerceklestigi
fragmentin sonundaki niikleotidin hangi baz oldugu
floresans 1simanin dl¢iilmesiyle tespit edilebilir.

* Bu gelismelerden sonra tiretilen cihazlarda ici jel dolu

S an e r kapillerde yapilan elektroforez ile farkli boylardaki
g fragmentler birbirinden ayrilarak floresan isaretler ile

dideoksi zincir okunur
sonlanma
reaksiyonu

/4



Daughter strands of different lengths can be produced
by using a mix of dNTPs and ddNTPs.

Template DNA

LUl

3 ddGTP terminates
synthesis where C's
occur; ddCTP, ddATP,
and ddTTP terminate
synthesis where G's, T's,

H and A’s occur, respectively

H 3

radioactive label

Figure 19-6b Biological Science, 2/e © 2005 Pearson Prentice Hall, Inc.

* Sekil 3. Sanger dizileme metodu
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N " nucleotide is added. The mixtures are loaded into separate lanes of a gel and electrophoresis is used to
e separate the DNA fragments. The sequence of the original strand is inferred from the results. (See p. 40
for an illustration of a high-speed DNA sequencer.)

Sekil 4. Sanger metodu




e Sekil 5. Sanger metodu
«ddTTP +daCTP +OQdATP +daGTP
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FLUORESCENT MARKERS IMPROVE SEQUENCING

EFHClENC:.dCTP acte  drrp 1. Do one sequencing reaction

ddATP dATP ddTTP instead of four. Reaction mix
ddGTP dGTp a\ contains ddATP, ddTTP, ddGTP,
DNA polymi?ase ddCTP with distinct fluorescent
markers. (With radioactive labels,
Template DNA four reactions are needed—one
labeled ddNTP at a time.)

Bf T , G 2.Fragments that result have

PEPRPREPPRPPO-LODPOAPPOOOO--O0-D

distinctive labels. -
e
-_—
-_
Long —
fragments :
G 3.Separate fragments via electro- —
¢ phoresis in mass-produced, gel- —
filled capillary tubes. Automated -
€ sequencing machine reads output. -
T GCAT
A : ’ - oo
& Kapiller elektroforez sistemi ile biiylk jeller
T kullanilmamakta ve cihazlarin
Shv G otomatiklestirilmesi ve ayni anda birden
frag;:g‘ts , fazla 6rnegin calisiimasi mimkin
Capillary  Output olmustur.
tube
Figure 20-1 Biological Science, 2/e © 2005 Pearson Prentice Hall, Inc.

» Sekil 6. Kapiller jel
Elektroforezi Gosterimi



Sanger Sequencing
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Sekil 8. Applied Biosystems firmasi
tarafindan 1986 yilinda tretilen ilk
otomatize DNA dizileme cihazi

(buytk format jel tabanl)
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Sekil 9. Sanger sekanslama sonucu cihazdan elde edilen kromatogram




Sekil 10. Sanger
sekanslama

sonucu cihazdan
elde edilen
kromatogram

gt

10 20 ao 40 50 60 70 an 90
CGATIG A TIHGCGECOGCE AATTICGCCCTTTCTC TAG ACG ATG ATTTACACGCATE TGCTE AAAGTTGGCEGGTERCCG G AGTERCGC TCACCGC
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Sekanslama kalitesi!

|deal ve sekans bilgisine glivenilebilecek bir kromatogramda guiriiltu
az olmali, pikler birbirinden yeterince ayri, parcalanmamis ve sirali bir
sekilde gorinmeli.



Sekil 11. Sanger
sekanslama

sonucu cihazdan
elde edilen
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Yenli Nesil Sekanslama (NGS)

Kesfedilmemis milyarlarca genom ve bilinen genomlardaki “bilinmeyenler”,
biyolojik sistemleri tim resmi gorerek ele alma arzusu arastirmacilari daha hizh ve
tercihen daha ucuz sekanslama yapma yonunde motive etmistir. 1990’larin
ortasindan itibaren bilinen yontemlerin disinda, 6zellikle daha hizli sonug
verebilecek yeni DNA sekanslama teknikleri ve teknolojileri gelistirilmesi yoniinde
calismalar yapilmistir. Bu yeni teknolojiler, “yeni nesil sekanslama” olarak
isimlendirilmektedir.

Bu sistemlerin genel 6zelligi ayni anda bircok DNA polimerini sekanslamalaridir
(massively parallel sequencing).
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Ikinci Nesil DNA
Dizileme Teknolojisi
(SGS)

\\§

\\N

e Ikinci nesil DNA dizileme teknolojisi

(SGS), birinci nesil dizilemenin yiiksek
maliyetine ve diisiik verimine yanit olarak
2005 yilinda uygulanmaya baslanmustur.

Bu sorunu gidermek i¢in SGS
uygulamalariyla, yiiksek miktarda DNA
molekiili dizileyerek daha yiiksek verim
elde edilmistir.

Bir¢cok SGS teknolojileriyle, 6zdes
iplikciklerin yiiz binlercesi belirli konumda
verilen, tekrarli yitkama ve tarama
islemlerinden olusan bir siirecte
belirlenmistir.



* Birinci ve ikinci nesil DNA dizileme
(SGS) teknolojileri genomik alaninda

2 VAVAVAN devrim yaratan bir yol agmustir.
A VAVAVAN  Cok sayida bilimsel ¢alismalarda sasirtici

gelismelere sebep olmustur Ki bunlar; tiim
canl1 genom dizisinin anlasilmasi ve hangi
bilgileri kodladigi, hangi bilgileri tagidig,
dahas1 metilasyon diizeylerinin,
transkripsiyonun, protein ve DNA’nin
aralarindaki etkilesimlerin tam anlagilmasi
acisindan yapilan ¢alismalardir.

Uciincii Nesil
DNA Dizileme
Teknolojisi

(TGS) y////4



e Bununla birlikte ti¢lincii nesil DNA
dizileme (TGS) teknolojileri, mevcut
dizileme teknolojilerine yenilikei,

2T e e . Z verimli ve daha az maliyet gerektiren
Uguncu Nesil // bir zemin olusturmuslardir.
DNA Dizileme 7. Yeni nesil tek zincir molekiil dizileme

teknolojisi (TGS), daha uzun dizileme

Te kn 0 I OJ N ve okuma 1¢in potansiyel olustururken,
(TG S) ayni zamanda maliyeti diisiirmekte ve
biitiin bunlar mevcut dizileme i¢in

harcanan vakti azaltmaktadir.



Uciincii Nesil

DNA D|Z| |eme Mevcut dizileme teknolojilerine karsilik
-- - uclincu nesil dizileme teknolojilerinin
TeknOIOJ ISI avantajlari;

(TG S) e Daha ylksek verim

Daha hizli geri donis siresi

Uzun okuma oranlari

Yiksek uzlasma dogrulugu

Kiacuk miktarlarda baslangic materyali
Disuk maliyetli olmasi




Yenl Nesil Dizileme
Ne Vadeder?

Yeni nesil dizileme (NGS), cok farkli bir
yaklasimdir. Biitlin genom dizilimi, ekzon
dizilimi, DNA-protein ve RNA dizilimi dahil
genis bir uygulama dizisini ifade eder.

Sanger dizilemesinden daha hizli ve ucuzdurlar,
otomasyona elverislidirler. Yeni nesil dizilimi
kapsayan yontemler ¢ok hizli bir sekilde
gelismektedir. Ancak su anda biiylik olgiide,
polony dizilimi, pyrosequencing, boya dizilimi ve
ligasyonla dizilimi igerir.




NGS i¢cin pek
cok uygulama
var ve surekli
olarak yeni
yontemler
selistiriliyor.

NGS uygulamalari icin birkag¢ siniflandirma vardir. Bunlar;

Bu kendiliginden olusan genom diizenegi “assembler”
olarak adlandirilan bir alet gerektirir. Genom dizisi

olusturmak icin bolgeleri Gst Uste gelecek sekilde
hizalayarak yapboz gibi parcalanmis DNA okumalari bir
araya getirilir.




v

(2)Mevcut bir referans genomu olan bir
organizmadan genetik cesitliligi
tamimlamak icin DNA dizilimi, RNA
dizilimi ve epigenom dizilimi yapilabilir.

DNA dizilimi durumunda, biitiin genom NGS
teknolojilerinde mevcuttur. Arastirmacilar,
dizileme sonug¢larini referans genomlarla
karsilastirarak yapisal degisimleri, kopya
numarasi degisimlerini ve genetik degisimleri
saptayabilirler.




(3) Dizilim ile transkriptom sonuclarini analiz etmek
icin RNA’dan tamamlavici DNA sentezlenir.

NGS platformlari i¢in piyasada RNA hazirlama kutiiphane
kitler1 vardir. RNA dizilimi, arastirmacilarin RNA, gen
flizyonu, gen mutasyonu incelemesini saglar.

/4
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(4) Genomun diizenleyici mekanizmalari
icin, ChlP-Seq. transkripsiyvon faktorlerinin
baglanma yerleri gibi protein-DNA
etkilesimlerini analiz etmek icin kullanilan
bir yvontemdir.

ChlP-Seq, canli hiicrelerde proteinlerin
bagladigi DNA bolgelerini zenginlestirmek
icin 1lgilenilen proteinler i¢in antikorlar
gerektirir. Bir¢cok arastirma makalesi, genom
capinda diizenleme aglarim1 gostermek ve
tahmin etmek i¢in biyoinformatige dayali
ChlIP-Seq’1 kullanmustir.


https://sinirbilim.org/makine-ogrenimi-dna-degisimi/

* (5) NGS teknolojileri, mikrobiyal ekoloji bilim adamlarinin, cevresel orneklerden
gelen genetik materyalleri muazzam bir olcekte incelemelerine izin veriyor.

* Bilim adamlari cevresel 6rneklerden ¢ikarilan DNA’y1 kullanabilirler.




Yeni Nesil Dizileme Teknolojisinin

Kullanim Alanlar

« ATASAL DNA

Yeni nesil dizileme sistemleri ile fosilden, sag¢, kemik gibi
donmus veya korunmus 6rneklerden elde edilen DNA'larin
genis kapsamli analizini yapmak miimkiindiir. Dizileme
sonucunda, atasal hedef diziler ¢evresel kontaminasyondan
ayirt edilebilir.

Yapilan bir ¢alismada yeni nesil dizileme i1le 38000 yasinda
Neanderthal fosilinden elde edilen atasal DNA dizilenerek
glinlimiiz insan ve sempanze DNA'lar1 ile karsilastirilmis ve
Neanderthal DNA dizisinin modern insan DNA dizilerinden
500 000 y1l kadar 6nce birbirinden ayrildig: tespit edilmistir.




Yeni Nesil Dizileme
Teknolojisinin Kullanim

Alanlan

« TRANSKRIPTOM

Transkriptom dizileme, mRNA transkripsiyon-
ekspresyon analizi, yeni genlerin kesfi, hentiz
genomu tamamiyla tanimlanmamis organizmalarda
gen bolgelerinin tanimlanmasi, tiim gen dizisinin
olusturulmasi, tek niikleotid polimorfizmlerin (SNP)
belirlenmesi, insersiyon-delesyonlar ve splicing
varyantlarin tespiti, allel spesifik ekspresyonlarin
analizi ve kromozomal yeni diizenlenmelerin

belirlenmesini kapsar.
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Yeni Nesil Dizileme
Teknolojisinin
Kullanim Alanlanr

N
N

« SMALL RNA

Kiigiik RNA'lar, microRNA'lar, endojen
siRNA'lar ve Piwi-interacting RNA'larin dahil
oldugu gruptur. Bu sistem sayesinde bakteri
icerisinde klonlanma yapilmadan, yiizlerce
hatta binlercesi tanimlanabilir ve miktari
belirlenebilir. Daha 6nce tanimlanmamis
kiiciik RNA'lar tespit edilebilir ve farkl
ekspresyon profili ¢ikartilabilir veya kii¢lik
RNA transkriptomlar ile karsilastirilabilir.



Yeni Nesil Dizileme Teknolojisinin Kullanim

Alanlan

Metilasyon Analizi

« METILASYON ANALIZI

Gen aktivasyonunun epigenetik diizenlenmesi, gelisimsel
stiregte son derece onemlidir. Son yillarda yapilan ¢alismalar,
DNA metilasyonundaki degisikliklerin kanser, norolojik
hastaliklar (Sizofreni, Alzheimer) ve kardiyovaskiiler
hastaliklar (Ateroskleroz, Homosisteinemi) ile iliski
oldugunu gostermistir. Genom boyu metilasyon kaybi ya da
baz1 genlerin promotor bolgelerindeki CpG adaciklarimin
hipermetilasyonu, bu hastaliklarin gelisiminde son derece
onemlidir. Kanserlerin ailevi formlariyla iliskili genlerin
yaklasik % 50'sinde promotor hipermetilasyonu goriilmiistiir.
Bu sistem ile hedef genomik dizideki metilasyon belirlenir.
Ayrica hipermetile olan CpG diniikleotidlerinde birbirleri
arasinda metilasyon farklari da tespit edilebilir.



Yeni Nesil Dizileme

GUnumuze kadar NGS ile yapilan calismalar daha cok kan 6rneklerinden veya epitel
hiicrelerinden elde edilen genomik DNA 6rneklerinde yapilmistir.

Bu yontemin tip bebek embriyolarinda kullanilmasi ile ilgili olan tecribeler hentiz sinirli
olmakla birlikte yakin bir zaman dnce NGS yontemi kullanilarak elde edilen ilk canli dogum

Amerika Birlesik Devletleri’nde rapor edilmistir.
Bu sonuca gore bu yontemle dogan bebek yaklasik 3000’den fazla tek gen hastaligi acisindan

test edilmis, kromozom sayilari analiz edilmis ayrica sonradan bebekte cikabilecek bircok
oenetik hastalik acisindan da taranmistir.

Bazi etik tartismalari da beraberinde getirecek olan bu en gelismis genetik analiz yontemi,
gelecekte maliyetleri disirmesi ve cok kapsamli bilgi elde edilebilmesi acisindan diger
yontemlerin yerini alacak, bir zamanlar hayal olan bircok test veya analiz embriyolar Gizerinde

ayni anda ve kisa bir siire icinde yapilmaya baslanacaktir.




Yeni Nesil Dizileme

* NSG, DNA’y1 olusturan niikleotidlerin siralarini yani ,
nasil dizildiklerini belirler. Species DNA Barcode

» NGS'de daha onceki genetik dizileme tekniklerinden 4 ’\ 4 N[ A
farkl1 olarak, paralel bir¢ok dizileme reaksiyonu ayni fé %
anda yapilarak ytiksek hacimli ve hizli sonug — I I“"“H
alinmaktadir. Yiiksek hacimli bir analiz yontemi gD |
olmasinin yani sira barkod yontemi ile DNA M
y H [ AN J _

parcalarinin hangi 6rnege ait oldugu kolayca takip
edilmekte ve bu sayede ayn1 reaksiyonda onlarca 6rnek
bir arada calisilip 6rnek basina maliyet
disurilmektedir.



* Yenli nesil dizileme su basamaklarda aciklanabilir:

Kiitiiphane hazirlanmasi "Library preparation™

o Sekanslama oncesi ilk olarak organizmalarin DNA's1 izole
edilir. Izole edilen DNA'mn YNS cihazinda
kullanilabilmesi i¢in gegmesi gereken bir dizi isleme
kiitiphane hazirlama (library preparation) islemleri denir.

o Sekanslama isleminin ger¢eklesmesi i¢in her bir DNA
dizisinin parcalanarak boyutunun kiiciiltiilmesi ve
sekanslama ortamina sabitlenmesi/ilistirilmesi gerekir.
Sekanslanacak DNA'nin boyu uzadik¢a hem bazlarin
okuma hassasiyeti diiser hem de enzimatik nedenli hata
miktar1 artar. Bu nedenle bir¢ok cihazin giivenilir okuma

saglayabildigi azami uzunluk 400-600 baz arasinda degisit.

o Her bir DNA par¢asmin sekanslanmasi sonucu elde edilen
DNA dizilimine okuma [read] adi vertlir.

Yeni Nesil Dizileme
Is AKisi



Bu asamada sekanslanacak DNA'nin kullanilacagi teknolojinin izin
verdigi boyutlara kiictiltmek icin kullanilabilecek bircok yontem
var. Bunlardan gtiniimuzde en sik kullanilani transpozonlar ile

DNA'yi parcalara ayirmadir.

Uzunlugu ayarlanmis DNA parcalarinin NGS cihazina
yuklenmesi icin bir asamaya daha ihtiyac var. DNA

parcalarini bir ylizeye sabitlemek veya bir nanopora
yonlendirmek icin her iki ucuna da birer adaptor takilir.
Adaptor olarak ifade edilen kisim, dizilimi dnceden
bilinen bir oligonuikleotitdir.




 Kiitliphane hazirlama asamasi “indeks
ekleme” basamagi ile sonlandirilir.
Eger tek bir ornek sekanslaniyorsa
indeks ekleme basamag: atlanarak,
hazirlanan kiitiiphaneyi dogrudan NGS
cihazina  yiikleyebilirsiniz.  Ancak
birden fazla ornekle calisiliyorsa bu
durumda DNA'larin bir veya iki ucuna
birden o oOrnegin belirteci olan 6-8
bazlik bir oligoniikleotit daha eklenerek
DNA ornekleri sekanslanmaya hazir
hale getirilir.




Yeni Nesil Dizileme Is AKist

é N

Yeni nesil dizilemede DNA sentezi ve
okuma islemi ayni anda gerceklesir ve es
zamanli olarak bir cok dizileme yapilr.

- )

Kisa ve/veya hatali okumanin ana
nedeni de bu islem sirasindaki
desenkronizasyondur.




Yeni Nesil Dizileme Is Akist

Reaksiyon sonlandiktan sonra bilgisayarda kompleks
biyoinformatik analizler yapilir.

Bu sirada ayni bolgeyi kapsayan 10-20 adet dizileme reaksiyonu
sonucu ust Uste getirilmekte ve herhangi bir nikleotit
degisikliginin olup olmadigi referans dizisiyle birebir kontrol edilip
ortaya cikarilmaktadir.

Boylelikle ayni anda hem mutasyon analizi hem de
kromozomlarin sayisindaki artma ve azalma tespit edilir.




e Sanger Metodu e Pirodizileme Metodu e Tek iplikli DNA Molekiiliiniin Real
e Maxam — Gilbert Metodu e Ligasyon Yoluyla Dizileme Time (SMRT) Sekansi
e |lon Torrent e Floresan Rezonans Enerji Akimi

(FRET) Kullanan Real Time DNA
N EUNEINERELEN ]

e Elektron Mikroskopu (TEM)’'na
Dayali DNA Sekanslama Yaklasimi

e [[luminia Genome Analyzer

e Roche 454 Genome
Analyzer

e Solid Dizileme
e Taramali Elektron Mikroskopu

(SEM/STM)'na Dayali DNA
N ERNEINERELEN ]

e Nano Dizileme

e Nanopor Teknolojisi ile DNA
Sekanslama



Pirodizileme Metodu

Dizileme reaksiyonu, Elimizde cift zincirli DNA olsa

Temeli, DNA polimeraz dizilenecek DNA'nin tek dahi H baglarinin kirilarak

aktivitesinin kemiliminesan sarmali (ssDNA) lGzerinde tek zincirli hale gecmesi

Sentez yoluyla dizileme
gerekir. Bunun icin DNA

yontemi kullanilir. bir enzim araciligla tespitine tamamlayici sarmalinin

dayanir. (complementeryDNA/cDNA) (400-800 b¢'lik) kuicik
sentezlenmesi seklindedir. fragmentlere ayrilir.

Bu fragmanlara dizileme B d
primerlerini tasiyan adaptorler 5’-3’ ucuna adaptor bolgeler akLllaalsI?q];ril(i)Inz(r:lul?o - .
SIS (SETDUEIEEERELD IS eklenerek secici hale getirilir. Adaptor bolgelere primerler yaKias y Py
fragmentlerinin mikroreaktérler D o o . cikarilir. Yaklasik 3,6 milyon

(ctinkl adaptor bolgesinin baglanir. : . :
kuyu iceren bir plate’de

icerisinde emilsiyon bazli klonal dizisi bilini
¥ . izisi biliniyor SRR
amplifikasyonu (em-PCR) yor) dizilenir.

gerceklesir.

. . . . Bu 15181 yaratan kemiliminesan
Dizileme primerleriyle sabitlenen : . D )
sinyalin hangi ntuikleotidin

tek sarmalli kalip DNA lzerine ’ . . :
O e A Y e baglanmasi sirasinda olustugu Bu yontem ile klonlama yapmadan
niikleotitlerinin kali DN'A (':Ii’zisine tespit edilir, CCD kamera 7,5 saatte 100-150 milyon bazlk
tamamlavic oImasFl)durumunda tarafindan kaydedilir ve bilgisayar dizileme yapmak mimkindur.
ortar»;\da bir 151k olusur program yardimiyla dizi verilerine
3 Ul (flogram) dondstaralar.




Pirodizileme Metodu

Template I T
]
MW Sequence PP ATP
sed Ar*s" | LLlciiel'ir-’
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. » | - |
1. Polymerase 2, Sulfurylase 3. Luciferase |




Ligasyon Yoluyla Dizileme

Bu dizileme yonteminde,
pirodizilemedeki gibi em-
PCR yapllir.
Pirodizilemede oldugu
gibi primerler, adaptor
diziler yardimiyla kalip
iplige hibridize olur.

digerlerinden farkl
olarak DNA polimeraz
yerine DNA ligaz
kullanilir. Floresan isaretli
oligonukleotitlik problar
kullanilir, problar kalip

DNA’ya hibridize olur ve
primerlerle ligasyona

Floresan delesyonundan
sonra, oligonukleotit
problarin isaretli 5’ fosfat
ucu kesilerek yeni bir
ligasyon siklusuna gecilir.

Ligasyon deteksiyon ve
ayrilma, siklustan
tekrarlanarak DNA dizisi
belirlenir.
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CANNGCNNTCNNAANNACNNCG

CCnNnAGNNTTANTANNAANNCC

CCNnGANNCTNNGTnnCANNGC
Problem sequence = cCCagAGcecTTegTAacAAccG

Revista Mexicana de Biodiversidad. 2014;85:1249-64




Bu metod DNA’'nin polimerizasyonu sirasinda ortaya ¢ikan H iyonlarinin
saptanmasina dayanir.

Tek bir kalip DNA dizisini iceren mikro kuyuya tek tip niikleotit akisi uygulanir.

Verilen nukleotit, kalip iplige komplementer oldugu durumda yeni olusan
ipligin yapisina katilir ve H iyonu salinimi olur. H iyonlari hipersensitif iyon
sensorleri tarafindan algilanir.

Kalip DNA’da homopolimer tekrarlarin varhgi durumunda tek siklusta birden
fazla nukleotit yeni ipligin yapisina girer ve salinan H iyonlarinin sayisina gore
daha fazla elektronik sinyal elde edilmesiyle DNA dizisi belirlenir.

Her bir niikleotit kuyucugu farkh ve ¢cikan H iyonu belirlenerek dizileme
gerceklesir.

DEZAVANTAIJI: Homopolimer tekrarlarinin delesyonu

lon

Torrent




Principles of lon Torrent Sequencing

=) =
1 2 3 ion torrent
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Add dNTPs that build H+ ions get released when Sequence output is generated
the DNA sequence DNA bases are matched by the detection systems
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I[llumina Genome Analyzer

Sentez yoluyla 100-150b¢’lik
dizileme yontemi okumalarda
kullanilir. kullanilir. Solexa,

tersinir boya
sonlandiricilarina
dayanan dizileme

teknolojisini

gelistirmistir.

DNA molekdlleri
bir lam Gzerindeki
ana parcalara
baglanir. Sonra
cogaltilarak yerel
klonlanmis
koloniler
olustururlar.

4 ‘o

4 tip baz eklenir, Bir kamera ile floresan isaretli
dahil edilmeyen nikleotitlerin resmi cekilir.
nukleotitler yikanip ~ Sonra 3. Karbona yerlestirilmis

atilir, olan zincir uzamasini durduran

madde ve floresan boya birlikte
kimyasal olarak cikarilir ve bir
sonraki dongu baslar.



Adaptor modified DNA strand hybridized to

#

oligonucleotide anchor

lllumina Genome Analyzer

[% :
Denature, |
cleave
i

“é

Cluster generated by Sequencing of forward
bridge amplification strands
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Add sequencing reagents . Fluor ©
First base incorporated é@ % Incorporation cleavage
Remove unincorporated bases —r- . — S—-
Detect signal » Block
Add sequencing reagents and repeat 2 removal

Template
strand

Sequencing by reversible dye terminators



e [lluminia’dan daha uzun okumalari
sekanslayabilir.

» Adaptorler ucglara eklenir ve her bir DNA
fragmenti basina bir boncuk olacak sekilde
boncuklara baglanr.

« Parcaciklar daha sonra adaptore, spesifik
\ | primerler kullanilarak PCR ile amplifike edilir.

| »‘ * Her Dbir boncuk daha sonra tek bir oyuga

| yerlestirilir. Boylece her kuyu, tek bir dizinin
bircok PCR kopyasiyla kapli tek bir boncuk
icermis olur.

Rocge 454
Genome

Analyzer /4



Solid Dizileme

Applied Biosystems’in
SOLID teknolojisinde
baglanma yoluyla
dizileme yontemi
kullanilir.

Oligonukleotitler ayarlanir ve
ligasyona ugrar. DNA ligazin
birbirleriyle eslesen dizileri,
baglanma tercihi nedeniyle o
pozisyon icin bilgilendirici bir
sinyal verir.

SONUC: llluminia dizilemesine
benzer sayi ve uzunluklarda diziler
elde edilir.

Burada belli uzunluktaki
tum olasi
oligonukleotitlerin bir
karisimi, dizilenen
konuma gore isaretlenir.

Dizilenmeden 6nce DNA,
PCR ile cogaltilir. Elde
edilen genomlarin her
birinde ayni DNA’'nin
kopyalari bulunmaktadir.
Bu parcalar bir cam lamin
Uzerine yerlestirilir.



Solid Dizileme
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Nano Dizileme

* Bu yontem de sentez yoluyla dizileme
esasina dayanir.

 Direk molekiiler sensor olarak,
biyomiihendislikte tiretilmis farkli bir
polimeraz ve dNTP'ler kullanilur.

* Her bir nano makinede tek bir DNA

molekiiliiniin sentezi ger¢cek zamanl
olarak izlenebilir.




Tek iplikli DNA molekulunun Real Time (SMRT)
sekansi

Bu yaklasim DNA polimeraz enziminin hiz ve Gretim
kapasitesine dogrudan etki ederek 2. nesil DNA
dizileme teknolojilerinin bircok eksigini
tamamlamistir. Fakat yine de Real Time ile yapilan
DNA sentezinin direkt gozlemini etkinlestirmek icin
ustesinden gelinmesi gereken 2 onemli engel vardir;

3. nesil DNA dizileme
teknolojileri icin gelistirilen ilk
yaklasimdir.

Kalip DNA sablonuna gore, ilgili bazin Sentez islemi esnasinda, nikleotitlerin kalip DNA'ya
birlestirilmesinde, dogru bazin dogru, sirayla sentezlenmesini saglamak amaciyla,
eklenmesi icin ihtiya¢c duyulan sinyal- nukleotitlerin etiketlenmesinde kullanilan nikleotit
esik degerinin asilmasi esnasindaki boyalarinin, birlestirme esnasinda ayrilirken
gozlemlenebilir seviyenin enzim yaydiklari isinlar sinirlandirilan seviyede
kontroll altinda sinirlandirilabilmesi kalmayabilir ve sinyal esik degeri seviyesini bozabilir.




Tek iplikli DNA molekulunun Real Time
(SMRT) sekansi

How SMRT Sequencing Works

¥
From viruses Generate SMRTbell
tovertebrates |, .. libraries

+
Primer &
o]

A single molecule of DNA is
immobilized in each ZMW

Isolate DNA or RNA Prepare sequencing reaction




Tek iplikli DNA molekulunun Real

Time (SMRT) sekansi (devam)

DNA sentezi boyunca, buytk bir ntkleotit havuzundan nikleotitlerin tek tek
alinarak dogru siraya gore birlestirilmesi ve karsilasilan bu 2 sorunun ¢6zilmesi
icin, sifir dalga boyu (Zero Mode Waveguides/ZMW) teknolojisi gelistirilmistir.
ZMW teknolojisi, basit bir mikrodalga firinin kapagindaki koruyucu ekranin var
olma prensibiyle calismaktadir. Bu ekran, mikrodalgalarin dalga boyundan ¢ok
daha kicuk olan porlara sahiptir. Bu porlar, sahip olduklari boyutlar sayesinde ¢ok
daha uzun dalga boylarini gecirmeyerek, ekrana ntfus etmesini 6nliyor. Boylece
sadece istenilen dalga boyuna sahip 1sinlarin gecmesi saglanir.

Diger sorunun ¢ozulmesi ise niikleotit etiketleyici boyalar, bazlarin aksine fosfat
zincirlerine baglanir. Dogal bir stireg icerisinde etiketlenmis nukleotit, DNA
zincirine baglandiginda etiketleyici bu boyalar, DNA polimeraz tarafindan fosfat
zincirinden ayrilir. Ayrilan bu boyalar, difliizyonla herhangi bir etki yaratmadan
ortamdan uzaklastirilirlar. Boylece etiketleyici boyalardan kaynaklanan sorun da
ortadan kalkmis olur.



Floresan
Rezonans enerji
akimi (FRET)
kullanan Real
Time DNA
sekanslama
yaklasimi

FRET Fluorescence Resonance
Energy transfer

2

- \Fb‘

.
L




Elektron mikroskopu (TEM)’na dayali DNA
sekanslama yaklasimi

HALCYON MOLEKULER, TEM
TEKNOLOVJISININ OTESINDE, DIREKT OLARAK
ELEKTRON MiIKROSKOBU KULLANARAK
GORUNTULENEN DNA DiZISINDEKi
NUKLEOTITLERIN FONKSIYONEL iGNELER
KULLANILARAK, TEK TEK BiR SUBSTRAT
UZERINE TUTTURULMASI YONUNDE
DESTEKLEYICi TEKNOLOJILER
GELISTIRMISTIR.

HALCYON MOLEKULER; DNA iPLIGINDEKI
NUKLEOTITLERIN KIMYASAL YAPILARINA
BAKILARAK TEK TEK TANINMASI VE DIREK

GORUNTULENMESI YONUNDE ELEKTRON
MIKROSKOPUNU KULLANAN ILK YAKLASIMIN
SAHIBIDIR.

O (T TR T
0 ~ | B i
. A R ANCAK SIMDIYE KADAR BU TEKNOLOJININ KULLANILDIGI
== - HERHANGI BIR CALISMA BULUNMAMAKTADIR. FAKAT BU
A/ || RRR || <= ONGORUNUN BASARILI OLMASI HALINDE COK UZUN
k L k OKUMA ZiNCIRLERINi COK DAHA AZ MALIYETLE ELDE
— ETMEK MUMKUN OLACAKTIR.
. I * B ER s ree» T EF T
'“ ATGCCTAAAGCTTACAGG




Taramah elektron mikroskopu (SEM/STM)’na dayah

DNA sekanslama yaklasimi

Reveo; IBM’nin DNA transistor yaklasimiyla baglantili olarak gelistirdigi teknolojide,
DNA iletken bir yuzey Uzerine yerlestirilir ve taramali elektron mikroskop uclari ve
buna bagli olarak ttinel akim 6lcimu kullanilarak bazlar belirlenir.

STM’nin uglari bicak agzi seklindedir ve nano dlcekli boyutlara sahiptir.

Bu teknolojinin uygulanmasindaki hedef DNA molekulini gererek ve sinirlandirarak
tinel akim 6lcimu sayesinde nikleotitlerin taninmasidir.
= %—Qa

Bu teknoloji, hem niikleotitlerin etiketlenmesi olayini ortadan kaldirmaktadir hem
de cok uzun zincirlerin daha az maliyet ve daha kisa sirede okunmasi saglanacaktir.




Nanopor teknoloj

ojisi Ile DNA sekanslama

Pek cok nanopor
dizileme teknolojisi,
DNA molekullinin ya
da nukleotitlerin bir
pordan gecmesi ve
nikleotitlerin bu
gecis esnasindaki
elektrik akimi ve
optik sinyal alicilari
uzerine etkisinin
gozlemlenmesi
sayesinde bazlardan
belirlenmesi esasina
dayanir.

Oxford nanopor
teknolojisinde
teknik, DNA
polimeraz enzimi
kullanimini
sinirlandirmakta ve
ligaz enzimi
gerekliligini
ortadan
kaldirmaktadir.

Tek zincirli DNA
molekilin
kullandigi igin ¢ok
cok az miktarlarda
bile cok daha hizl
calisma
potansiyeline
sahiptir.

Hem muhendislik
sonucu elde
edilmis proteinler
kullanilarak imal
edilmis hem de
tamamiyla sentetik
olarak imal edilen
nanoporlar, strekli
gelistirilmekte olup
her gecen giin
teknolojik sevileri
artmaktadir.

AVANTAIJ: Dizileme
maliyetinin
dustrilmesi ve
enzime minimum
miktarda bagli
olmasi




1. 2. ve 3. Nesil Dizileme Teknolojilerinin
Degerlendirilmesi

DNA dizileme bir DNA parcaciginin baz dizisinin belirlenmesi amaciyla kullanilan yontemler
arasinda altin standart olma 6zelligini korumaktadir.

Sanger ve Maxam Gilbert dizileme yontemleri birinci nesil dizileme olarak
tanimlanmaktadir. Zincir sonlandirma teknigi ile dizileme belli bir stire yaygin olarak
kullaniimis ve insan genomunun ilk projesi bu yontem ile dizilenmistir.

Yeni nesil dizileme, yaklasimlari ¢cok sayida paralel analiz, yliksek verimlilik ve diistik maliyet
acisindan onem tasimaktadir. ideal DNA dizileme teknolojisi hizli, dogru, kolay kullanilabilir
ve ucuz olmalidir. Bu acilardan bakildiginda, Sanger metodunun hiz, kolaylik ve maliyet
acilarindan sinirlamalari bulunmaktadir.




e Ikinci nesil dizileme teknolojileri, cok sayida
paralel analiz, yiliksek verimlilik diisiik maliyet
acisindan Sanger metodunun sinirlamalarini

; .. ) ctodir
1. 2. ve 3. Nesil Dizileme gidermektedir
* Yiksek verimli yeni nesil DNA dizileme

Teknolojilerinin teknikleri biyolojik bilimlerde hizl, giivenilir ve

Degerlendirilmesi kullanim kolaylig1 saglayan firsatlar agmaktadir.

* Yeni nesil dizileme metotlar1 kullanigh ve pratik
olmalarinin yaninda veri analizlerinin ve
genomlarin anlasilmasindaki biyolojik
aciklamalar1 hala sinirlidr.



1. 2. ve 3. Nesil Dizileme Teknolojilerinin
Degerlendirilmesi

Sanger dizileme tekniginde, floresan olarak isaretlenmis niikleotidlerin
kullanilmasinda, uzunluklari birbirinden sadece bir nukleotid farkli DNA
fragmentlerinin ayrilmasinda, agaroz jel yada polimerin gerekliliginde,
nispeten disuk sayida ornek analiz edilebilirliginde, numune hazirlama
zorluklari ve otomasyondaki sinirlamalarinda neler oldugunu bilmektedirler.

Bu sinirlamalarin giderilmesi cabalari jel kullanilmayan ve nikleotid
dizilemenin eszamanli yapilabildigi yeni nesil dizileme tekniklerinin gelisimini
baslatmistir.



1. 2. ve 3. Nesil Dizileme Teknolojilerinin
Degerlendirilmesi

Yeni nesil DNA dizileme teknikleri hiz ve verimlilik saglamaktadir.

Sanger dizileme teknigi ile genom dizileme projeleri uzun zaman alir iken ginimuz dizileme
yaklasimlari ile kisa stirede (bir hafta) tamamlanabilmektedir.

Yeni nesil dizileme yaklasimlarina biyokimyasal reaksiyonlar acisindan bakildiginda, Sanger
dizilemeden farkli biyokimyasal temelleri bulunmaktadir.

Ikinci nesil dizileme teknolojisinin biyokimyasal yaklasimi DNA dizilerini sentez ile dizileme ve
ligasyon ile dizileme yaklasimlarini icermektedir.



ikinci nesil dizileme teknolojileri hizli,
yiiksek verimlilik ve diisiik maliyet
ozellikleri ile molekiiler uygulamalarda
ver almistir. Ancak ikinci nesil
dizilemeler PCR amplifikasyonuna dayali
olduklarindan dolayi dizilemede yanhs
okumalar teknolojinin ana problemini
olusturmaktadir.

1. 2. ve 3. Nesil Dizileme Teknolojilerinin
Degerlendirilmesi

e

ikinci nesil dizilemenin artan kullanimi
ve yeni modifikasyonlarina ragmen
uguincu nesil dizileme yeni bir yaklasim
getirmektedir. Uglincii nesil dizilemenin
iki temel 6zelligi bulunmakta;

Dizilemeden once PCR islemi gerekliligini
ortadan kaldirarak dizilemenin kisa
zamanda yapilmasi,

Sinyallerin (elektrik akimi) es zamanli
olarak algilanmasidir.



Klasik Dizileme

Sinirh buyuikluk

Yeni Nesil Dizileme

Tum genoma kadar

900-1000 bp

Tim dizi tek ¢ikti

75-400 bp

Her bir hedef icin cok kopya

Mozaiklik i¢in yetersiz

Dizi basina ~5 USD (baz basina 5/1000USD)

Mozaiklik icin uygun

Exon ~500 USD (500/30x103USD)

Motiften bagimsiz yiiksek 6zglinliik

Altyapi goreceli ucuz

Motife gore degisen 6zglinlik

Altyapi pahali

Run maliyeti ucuz*

Run maliyeti pahal*



Dizileme

Teknolojilerinin
Arasindaki
Farklar

1. Nesil 2. Nesil 3. Nesil
Gerekli Sentez yoluyla Sentez yoluyla Sentez yoluyla dizileme
Teknoloji dizileme (SBS) dizileme (SBS), (SBS) ya da direkt olarak
Yikama ve tarama | DNA molekiiliine hziksel

miidahale

Kullanilan DNA min DNA min DMNA min tek zincin

kalip DNA parcalara aynlmis | parcalara aynilmms

kopyalar kopyalan

Okuma Yiiksck oran Yiiksck oran Yiiksck oran

Dogrulugu

Okuma 800-1000 baz ¢ifth | Kisa (Sanger 1000 baz citti ve daha

Uzunlugu metoduna gire) tazlas:

Verim Diisiik Yiiksck Yiiksck

Malivet Yiiksek Yiiksek Diisiik

RNA cDNA kullanarak | ¢cDNA kullanarak | ¢DNA kullanarak ya da

Dizileme direkt olarak RNA
molekiilii

Faman Saatler Giinler Dakikalar

Ornek Kismen karmasik | Karmasik Teknolojisine gire basit-

Hanrlama PCR’a gerek yvok | PCR’a gerek var karmasik

Sekli

PCRa gerek vok







Northern Blot
Northern blot

e 1977'de gelistirilen northern
blot teknigi, 1975’te Edwin ‘ I

Southern tarafindan gelistirilen RNA extraction
southern blot teknigine cok | | CAOTACACACACATCR]
benzemektedir. o Ly

Southern Blotta DNA tespit L:_}:_ \/ . %

edilirken, northern blotta ise
RNA tespit edilmektedir. ® ~ Anoce e g
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Microarray Technology

Tek bir deney ile binlerce genin ifade
profilinin ayni anda incelenmesi

Mikrodizi sistemleri Gi¢c gruba
ayrilabilir: cam Uzerine sentezlenen
cDNA mikrodizileri, membran Gzerine
(6r: naylon membran) sentezlenen
cDNA mikrodizileri ve oligonikleotit
mikrodizileri (DNA cipleri)

Mikrodizi ile sadece mRNA (ifade)
analizi degil, DNA (mutasyon, dizi)
analizi yapilabilir.

Tipik bir DNA mikrodizi calismasinda
ylzey Uzerine sabitlenmis DNA
dizileri, 6rnekten izole edilen mRNA
ile hibridize edilir.



DNA Mikrodizi (Microarray)

-

Bir mikrodizi ¢calismasinin temel asamalari:

N

1. Prob: Oligontkleotit, cDNA

2. Cip Gretimi: Problarin cipe (cam, naylon membran, silikon, kuvarz ylzeyler)
yerlestirilmesi. Fotolitografi, pipet, dokundurma, puskiirtme

3.Hedef: Floresan isaretli drnek, RNA (mRNA), cDNA

4. Deney: Hibridizayson, yilkama, tarama

5. Sonug: Floresan isima

|
|
|
|
|
|

6. Analiz: Goriintl isleme, istatistik, Biyoinformatik analiz
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