MOLEKULER DNA DIZI ANALIZ
YONTEMLERI
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DNA dizi analizleri ya da sekanslama; DNA birincil (temel)
yapilarinin belirlenmesinde kullanilan yontemlerdir, DNA'nin
nukleotid dizilerinin saptanmasi anlamina gelir.

DNA dizi analizi, gen yapisi ve genetik kontrol mekanizmalari
hakkinda bir gok bilgi edinmemizi saglamistir.

Ozellikle kalitsal hastaliklarin meydana gelme ve tedavi
surecleriyle ilgili mekanizmalarin anlasiimasi icin, arastirma
yapilan konuya etki eden gen bolgelerinin belirlenmesi gerekir.



Bu bakimdan DNA dizi analizlerinin yapilmasi, tedavi surecinin
baslangici ve devaminda izlenecek yolu belirleyen en onemli
faktorddr.

DNA dizi analizi ile birgok organizmanin genlerinin yapisi ve
organizasyonu hakkinda onemli bilgiler elde edilmistir.

Bircok canli turinun tim genom haritalari tanimlanmistir



= Siklikla gen mutasyonlari (delesyon, insersiyon vb.) tespiti yada
rekombinant DNA olusum yapilarinin tayininde kullanilir

= Preimplantasyon tanisi, kalitsal hastalik tayininde oldukga sik
kullanilir.

= Kalitsal hastalik tasiyan ciftlerde tup bebek embriyolarindan
alinan DNA'lar bu yontemle analiz edilerek tasiyici embriyolar
elenip, genetik hastalik tagsimayanlarin dogmasi saglanmaktadir.



Tarihce

DNA'nin 3 boyutlu yapisi, 1953 yilinda tanimlandiktan sonra dizi
analiz calismalarina onculuk olusturacak ilk denemeler kuguk
RNA parcalari ile calisiimis olup, Robert Holley tarafindan 1965
yilinda tRNA molekulinun dizi analizi yapiimistir.

1977 yihinda Allan Maxam-Walter Gilbert ve Sanger tarafindan
iki farkli DNA dizi analiz yontemi bulunmustur.

Otomatik dizi analiz cihazlari 1985 yilindan itibaren
gelistirilmistir.

1992 yilinda 21. kromozomun DNA dizi analizi tamamlanmistir.

1999 yilinda insanin 22. kromozomunun DNA dizisi
tamamlanmistir.



Nukleik asitler

Nukleik asitler genetik bilginin depolanmasi ve ifade
edilmesinden sorumlu molekullerdir.

DNA ve RNA olmak uzere iki tip nukleik asit vardir.

Nukleik asitlerin yapisinda:

- Purin ve primidin bazlari
- Sekerler

- Nukleozidler
-Nukleotidler
-Polinukleotidler



Sekerler

= DNA da 2-deoksiriboz, RNA da ise riboz sekeri bulunur.

= Nukleik asit sekerlerinin 3 karbon atomuna bagli OH grubu
kendisinden sonra gelen nukleik asit sekerinin 5 karbon
atomuna bagli fosfat grubu ile reaksiyona girerek ester bagi

olusturur.



Purin ve pirimidin bazlari

Adenin, guanin, hipoksantin ve ksantin purin bazlaridir.

Adenin ve guanin hem DNA hemde RNA’ nin yapisinda
bulunmaktadir.

Hipoksantin ve ksantin nukleik asit yapisina katilmazlar.
Urasil, timin, sitozin ve oratik asit pirimidin bazlaridir.

Sitozin hem DNA hem de RNA'’ da, urasil ise sadece RNA'’ da
bulunur.



= NUKLEOZID:

Purin yada pirimidin bazina seker eklenmesi ile olusur.

= NUKLEOTID:

Nukleozidlere fosfat grubunun eklenmesi ile ortaya cikar.

Genellikle fosfat grubu sekerin 5 karbonuna ester bagi ile bagl
durumdadir.



DNA'NIN YAPISI

Nukleotidlerin arasindaki hidrojen baglari iki zinciri bir arada tutar.

Nukleotidler birbirlerine seker-fosfatlar araciligiyla kovalent
baglanmislardir.

Nukleotid alt birimlerinin birlikte siralandiklari sekil DNA dizisine
kimyasal bir kutupluluk verir. Bir DNA zincirindeki bu kutupluluk bir
uca 3 ve diger uca 5 ucu adi verilerek belirtilmistir.

Bir DNA molekulu dort tip nukleotid alt biriminden olusan iki uzun
polinukleotid zincirinden meydana gelmigtir.
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DNA'nin t¢ boyutlu yapisi (¢ift sarmal), iki polintkleotid zincirinin
kimyasal ve yapisal 6zelliklerinden kaynaklanir.

ki zincir farkl iplikler Gizerindeki bazlarin arasindaki hidrojen
baglariyla bir arada tutuldugundan buttn bazlar ¢ift sarmalin ic
tarafinda, seker-fosfat omurgasi ise ic taraftadir.

Her durumda adenin(A), timin(T) ile ve guanin(G) her zaman
sitozin(C) ile birlesgir.
G ve C arasinda ug¢, A ve T arasinda iki hidrojen bagi vardir.

Bu eslesmeler baz ciftinin ¢ift sarmal icinde enerji agisindan en
uygun sekilde paketlenmelerine izin verir.

Seker fosfat omurgasi 10 baz ciftinde bir tam donusle bir ¢ift sarmal
olusturmak uzere birbirinin etrafinda doner.
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‘.L DIZI ANALIZ YONTEMLERI

=  Geleneksel yontemler:

- Sanger dideoksi yontemi

- Maxam-Gillbert kimyasal degredasyon yontemi

= Shotgun

= Pyrosequencing
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Her iki geleneksel teknik de U¢ temel basamaktan olusmaktadir.
 DNA'nin hazirlanmasi
» Reaksiyonlar

* YUksek voltajl jel elektroforezi
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* Geleneksel yontemlerde analiz sirasinda tek iplikli DNA parcgalari
hazirlanir.

 DNA dizi analiz yontemi sirasindaki temel fark DNA parcaciklarinin
uretilme bigciminden kaynaklanir.

«Jel elektroforezi yuksek ¢ozunurlUkteki DNA molekullerini ayristirdigi igin
her iki metot da kullanilir.
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MAXAM-GILBERT DIZILEME YONTEMI

® Farklh uzunluktaki DNA parcalarinin olusumu ile sonlanan DNA'’

y1 kesmek icin kimyasallarin (Hidrazin, dimetil stlfat ya da
formik asit) kullanildigi yontemdir.

= [ek bir sekans jelinde 40 klonun analiz edilmesini saglar.

= YOntemin temel prensibi, DNA’ da bulunan bazlarin kimyasallar
kullanilarak degistirimesine ve daha sonra degisiklige ugramis
nukleotidlerin (Piperidin) bulundugu noktalardan zinciri kirmasi
esasina dayanir.
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Maxam Gilbert yontemi

s Purinlerin kirllmasinda dimetil sulfat kullanilir.

= Bazik ortamda DNA guanin bazindan kirilirken asidik ortamda
DNA adenin bazindan Kirilir.

= Primidin bazlarinin kirillmasi hidrazin ile yapilir.

= Hidrazin DNA’ylI hem sitozin hem de timin bazindan Kirar.

= YUksek tuz derisimi ve bazik ortamda DNA sitozin bazindan
Kirilir.
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Maxam Gilbert yonteminde kullanilan kimyasallar

Ozglil baz Baza ozgul Baz ayirmada Zincir kirmada
kullanilan kullanilan

G Dimetil sulfat Piperidin Piperidin

A+G Asit Asit Piperidin

C+T Hidrazin Piperidin Piperidin

C Hidrazin+baz Piperidin Piperidin
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Maxam Gilbert yontemi

= Bu ydntemde niikleotid dizisi saptanacak DNA, énce 5 ucunda P ile
ya da floresan bir boya ile igaretlenir.

= DNA’ nin iki iplikgigi birbirinden ayrilarak, ya da DNA uygun bir
restriksiyon enzimi ile kesilerek DNA'nin bir ucundan isaretlenmesi
saglanir.

= Ikinci adimda ise DNA molekdilleri dort tlipe ayrilarak A, C, G, T
nukleotidlerini kirmak icin gerekli tepkimeler gercgeklestirilir.
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Maxam Gilbert yontemi

Reaksiyon sonunda her tupte farkli pozisyonlardaki hedef
nukleotidlerden kirilmis DNA parcalari elde edilir.

Sonucta kirlmanin oldugu pozisyona gore hepsi 5 ucundan isaretli

ancak boylari birbirinden farkli bir dizi DNA parcasi elde edilmis olur.

Elde edilen boylar gittikce kisalan DNA dizileri jel elektroforezi ile
birbirlerinden buyukltklerine gore ayrilir ve otoradyografi
uygulanarak bantlar goruntulenebilir.
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Maxam-Gilbert method
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SANGER DIZILEME YONTEMI

= Bu yontem enzimatik DNA sentezine dayanir ve en yaygin
kullanilan dizi analiz teknigidir.

= YoOntemde dizisi saptanacak olan DNA ipligi yeni sentezlenecek
iplik icin kalip olarak kullanilir.

= DNA sentezi saglamak i¢in Klenov, Tag DNA polimeraz, ters
transkriptaz yada sequenaz enzimlerinden birisi kullanilabilir.
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Sanger dizi analiz yontemi

= Yontemin temeli, DNA polimerazin dNTP (deoksiribontkleozid
trifosfat) ve ddNTP (dideoksiribonukleozid trifosfat) leri de
substrat olarak kullanabilmesi esasina dayanir.

= Teknik olarak dizi analizi 3 basamaktan olusur.
a ) polimeraz zincir reaksiyonu
b ) dizileme reaksiyonu
c ) jel elektroforezi ve bilgisayarda degerlendirme
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ISLEYIS

DNA tek zincir haline getirilir.Reaksiyona girecek olan karigimda bol
miktarda dort cesit normal nukleotid bulunur.

= dATP
« dGTP
« dCTP
« dTTP.

Karigimda ayni zamanda diziyi rastgele sonlandirmak igin farkl
renkte flouresan kimyasallarla isaretlenmis dideoxynukleotidler
vardir.

« ddATP
« ddGTP
= ddCTP
= ddTTP

DNA polymerase | ise sentezde zincirin uzamasi asamasinda
gereklidir.
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Sanger dizi analiz yontemi

= PZR’ da denaturasyon, baglanma ve uzama basamaklari ile
hedef DNA c¢ogaltilir.

= Dizileme reaksiyonu igin gerekenler:
-DNA kalibi
-Taqg DNA polimeraz (tek zincirli DNA dizisinin saptanmasinda
tercih edilir. Sicaga dayanikl oldugu icin yaygin kullanilan enzim
taradar.)
-Primer
-Deoksintkleotid (d NTP)

-Dideoksinukleotid (ddNTP)
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Sanger dizi analiz yontemi

= DNA polimeraz, primer kalip DNA ve dNTP’ler ortama konulup
isaretli nUkleotitin yapiya katilmasi saglanir.

= Kullanilan ddNTP’lerin konsantrasyonu diger maddelerden daha
disuk olmalidir.

= |saretleme primere de yapilabilir. isaretlemeden sonra zincir
sonlanmasi reaksiyonlarina gegilir.

26



Sanger dizi analiz yontemi

Karisim dort kisma ayrilarak dort tupe konulur. Her tupe gerekli
enzim faktorleriyle birlikte disuk derisimli farkli ddNTP’ler
konulur ve inkube edilir.

ddNTP’ler ve dNTP’ler ayni karigima kondugunda aralarinda bir
yarisma olur. Substrat olarak dNTP’ler kullanildigi surece
uzama devam eder. Sentezin herhangi bir noktasinda yapiya
dideoksi girdiginde reaksiyon durur.
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Sanger dizi analiz yontemi

Her tupte ayni1 anda birbirinden bagimsiz birgok reaksiyon
olmustur.

Sonucta primer sonundan baslayip premature sonlanmalarin
oldugu bolgelere kadar ¢esitli uzunlukta DNA pargalari olusur.

DNA dizi analizi sonucu elde edilen DNA dizileri jel Uzerinde
gumus boyama, radyoaktif ve flouresan boyalarla isaretlenerek
tespit edilebilir.
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Sanger dizi analiz yontemi

= Dizileme reaksiyonu PZR gibi u¢ ana basamakta ve 30-40
dongude gercgeklesir.

= Sentezlenen DNA ya bir ddNTP’nin katiimasi 3 pozisyonunda
OH grubu olmadigi icin sentezi durdurur.

= Reaksiyon sonunda deoksinukleotidlerle uzamis ve ddNTP lerle
sonlanmis diziler elde edilir.

= Sonlandirici 0zellikteki bazlar flouresan boyalarla igaretlenebilir.

29



e Sk

Primer for
replication Strand to be sequenced

© THE SANGER METHOD: Single-stranded DNA is
mixed with a primer and split into four aliguots, each

containing DNA polymerase, four deoxyribonucleotide triphos-
phates and a replication terminator. Each reaction proceeds until a replication-terminating

nucleotide is added. The mixtures are loaded into separate lanes of a gel and electrophoresis is used to

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.)
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Sanger dizi analiz yontemi

= Elde edilen DNA dizilerine jel elektroforezi uygulanabilecegi gibi
otomatik dizi analizi cihazlarinca okuma yapilabilir.

= Jel elektoforezinde DNA parcalari elektriksel alanda
uzunluklarina gore siralanir ve DNA dizisi jelden okunur.

= Poliakrilamid jeller yuksek ayirim gucune sahiptir.

= Poliakrilamid jeller uygun sure ve uygun voltajda tek bir
nukleotid farkini bile ayirabilir.
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OTOMATIK DIzl ANALIZI

= Insan Genom Projesi gibi biiylk projeler cok sayida DNA dizi
analizi yapilmasini gerektirmektedir.

= Artan analiz sayisi, uzun zaman ve yuksek is gucu gerektirir.
= Bu gelismeler sonucunda otomasyon kaciniimaz olmustur.

= Otomatik DNA dizi analizleri zaman kazanci yaninda, standart
calisma kosullari ve elde edilen sonuclarin degerlendiriimesinde
de yarar saglamistir.

= Otomatik analizde de Sanger'in enzimatik DNA sentezine
dayanan zincir sonlanma yontemi kullantimistir.
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Otomatik dizi analizi

=  Otomatik DNA dizi analiz cihazlari basit olarak sabit bilgisayarda
yuklu programlar ile bu programlarin yonettigi elektroforez
sistemini icerir.

= Elektroforetik Unitelerde bulunan lazer 1sik kaynagi ile
monokromatik bir 1s1k olusturulur.

= S0z konusu DNA’nin bulundugu jel matriks bu monokromatik
ISIK ile taranir.
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Otomatik dizi analizi

= Elektroforez stresince DNA'ya baglanan flouresan boya isik ile
taranan bolgeye geldiginde uyarilir.

= Uyarilan boya kendi i¢in karakteristik olan dalga boyunda 1g1gi
geri yansitir.

= Yansiyan bu 1sik demeti bir dedektor tarafindan kaydedilir.

= Bu veriler bilgisayar programlari ile degerlendirilerek sonuglar
grafiksel ya da matematiksel olarak bilgisayar ekranina aktarilir.

= Dizi analiz cihazlari ile 6 bazdan 1000 baza kadar guvenli
okuma yapilabilmektedir.
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Otomatik DNA dizi analizi cihazi

= Sabit bilgisayarda yuklu programlar
= Programin yonettigi elektroforez sistemi
= Poliakrilamid jelin yerini polimer almigtir
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SHOTGUN DIZILEME YONTEMI

Bu yontemde ¢ok buyuk klonlanmis DNA parcalari bir cok
parcaya bolunerek alt klonlar halinde dizileme yapilir.

DNA parcalari sekanslandiktan sonra orijinal DNA yeniden
yapilandiriilmaya calisilir.

Bu yontemde amag; hem hiz kazanmak hem de dogruluk orani
daha yuksek sonuclara ulagsmaktir.

Yaklasik 10000 bazda 1 hata orani ile calisildigi kabul edilir.

Ozellikle kromozom analizlerinde ve genom projelerinde tercih

edilir.
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PYROSEKANSLAMA

Dizi analizi i¢cin en sik kullanilan yontem olan Sanger metodunun
uzun surmesi, bir cok asamay! icermesi gibi gesitli
dezavantajlarini ortadan kaldiran, 1986 yilinda Pal Nyren
tarafindan gelistirilmis bir yontemdir.

Single-nukleotide addition (SNA) yani tek nukleotid eklenmesi
yontemi ile dizi analizi yapmaktadir.
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PYROSEKANS

Sentez yaparak dizi analizi yapma prensibine dayanir.

DNA sentezi esnasinda acgiga cikan pirofosfat’larin saptanmasi
esasina dayanan bir real-time (gercek-zamanli) kantitatif dizi
analizi teknigidir.

Islem PZR UrUnlerinin tek zincir DNA (ssDNA) ya dénlismesi ile
baslar .

Tek sarmal DNA kalip olarak kullaniimak Uzere izole edilir, her
bir primer cifti biotin ile 5' ucundan isaretlenir.
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Pyrosekans asamalari
1.Asama

Sekans primeri PZR ile cogaltiimis olan bir tek zincir DNA ile
hibridize edilir.

Enzim olarak DNA polimeraz, ATP sulfurilaz, lusiferaz ve apiraz
kullantlir.

Substrat olarak adenozin 5 fosfosulfat ve lusiferin ile inkube edilir.
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Pyrosekans asamalari
1.Asama

Sekans primeri + ssDNA kalibi
hibridizasyon

Enzimler:

DNA polimeraz, ATP sulftrilaz,
lusiferaz ve apiraz,

Substratlar:

Adenozin 5’ fosfosulfat (APS) ve
lusiferin

—

i
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2. Asama

d NTP (deoksiribonukleotid trifosfat) lardan ilki reaksiyona
eklenir.

Eger dNTP kalip DNA' daki baza komplementer ise ortamda
bulunan DNA polimeraz, bu dNTP'nin DNA sarmalina
eklenmesini kataliz eder.

dNTP DNA kalibina baglanirken dNTP (zerindeki 2 adet fosfat
aciga cikar ve ortama 2 fosfath bir yapi olan pirofosfat (Ppi)
ortama gecgmis olur.

Her nukleotid eklenmesinde bir pirofosfat serbest kalir.
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3. Asama

Ortama cikan pirofosfat; ATP sulfurylase yardimi ile ATP’ ye
cevrilir.

Olusan ATP’ nin yardimi ile lusiferin, oksilusiferin” e dontsur.
Oksilusiferin ise gorundr bir 1sin yayar.
Olusan bu i1sin miktart ATP miktari ile orantilidir.

Olusan 1sin CCD (kizil otesi) kamera ile tespit edilir ve seri
tepecik seklinde kaydedilir.
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Isinlarin seri tepecik seklinde kaydedilmesine Pyrogram adi
verilir.

Isin pyrogramda bir yukseklik veya tepecik seklinde goruldr.

Her bir tepecigin yuksekligi eklenmis olan nikleotid sayisiyla
orantilidir.
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3. Asama

ATP sillfirilaz
PPi ATP

(Adenosine 5’ fosfosulfat (APS))

lusiferaz
Lusiferin oksilusiferin
(ATP)

v

v
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Pyrogram

= Isin miktari ATP miktari
ile orantilidir

= Isin Pyrogram’da bir
yukseklik olarak gorultr

Step 3

Sulfurylase

v light

APS+PPi ATP

luciferin - oxyluciferin

\#

Luciferase

(A |

ATP Light \

nucleotide incorporation generates light
seen as a peak in the Ayrogram

time
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4, Asama

Nukleotid parcalayici bir enzim olan apiraz devamli olarak ATP
ve dNTP’ leri parcalar.

Boylece 1sik olusumu kesilir. Yani ortamda yeni reaksiyon
olusturacak d NTP ve ATP kalmamis olur ve bu sekilde ortam
ikinci nukleotidin ilave edilmesine hazirlanmis olur.

Bu teknoloji ile DNA parcaciginin 100 ntikleotidi okunmus olur.

Dort enzimin yer aldigi bu asamalar kapali bir sistemde, plakta
ve tek bir kuyucukta yapilabilir.

Islemin siiresi kisadir.
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| 4. Asama

= Apyrase ATP'yi ve baglanmamis olan dNTP’leri parcalar = 1sik
kesilir.

= Reaksiyon sollisyonu yenilenir.

Step 4
dNTP 2™ INDP + dNMP + phosphate

ATP 2PV ADP + AMP + phosphate




5. Asama

Komplementer DNA zinciri
yapllir.

Nukleotid dizisi
Pyrogram’daki sinyal
tepeciklerinden saptanir.

Pyrogram’da iki kat yukseklik
goOsteren tepecikler es iki
nukleotidin ardarda
baglanmasi sonucu
olusmaktadir.

Step 5

nucleotide sequence
G C - A GG CC T .
|
|| N
| ’I r‘, | .‘
| L
b Lo v b vl S b
G C T A G C T

nucleotide added
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Pyrosekans Prensibi

Mucleotide sequence

G c - A GG cC T
CA - tJ

-
LI
-
-
-
t

T PPi , \
T : ( Sulfurylase

s e L AL

....... S G c T A G ¢ T

"-‘l II

Y

Mucleotide added

Figure 1 | The principle of Pyrosequencing and the output Pyrogram™. Double
peak heights indicate incorporations of two nucleotides in a row.
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PZR asamasindan sonra pyrosequencing, sekanslanacak baz
sayisina bagli olarak 10 dakika kadar kisa surede sonug
verebilmektedir ve kolaylik, eleman, zaman ve maliyet acisindan
avantajlara sahiptir.

Halen bir PZR urununun dizi analizini yapan en hizli yontemdir
ve dogruluk orani oldukca yuksektir.

Sanger teknigindeki gibi isaretli primer, isaretli nukleotid ve jel
elektroforezine ihtiya¢c olmamasi bu teknigin onemli
avantajlaridir.
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Kullanim Alanlan

Metilasyon analizleri
Heteroplazmik DNA sekanslamasi,
Adli tip analizleri,

Viral tiplendirme ve direncg,
Bakteriyal tiplendirme ve direnc,
Fungal tiplendirme ve direng,
Insersiyon, delesyon saptanmalari
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Herhangi bir ornekten elde edilen DNA ve RNA' ya
uygulanabilir.

Klinik arastirmalari kolaylastirmakta ve hizlandirmaktadir;
ornegin Alzheimer hastaligi, otoimmun hastaliklar, koroner arter
hastaligi, diabet vb...
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Mikrobiyoloji acisindan faydalari

= Mikrobiyal sekansi 1 saat icinde yapabilmektedir.

= Gercek DNA sekans verilerinin klinik olarak uygun bir sire icinde
elde edilmesi,

= TUr tanimlamasi ve direnc karakterizasyonunun tek bir sistem
icinde yapilabilmesi,

= Multi-kopya (cok kopyall) genlerin miktar tayinleri-antibiyotik
direnc tanimlamasi, viral ve fungal yuk Olculebilir.
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MIKROBIYOLOJIDE DIZI ANALIZI

= Mikrorganizmalarin tanimlanmasi veya siniflamadaki yerlerinin
belirlenmesi

= Salginlara yol acan etkenlerin belirlenmesi
= |lac direncinin belirlenmesi

= Mikroorganizmadaki virulans, metabolik enzimler ve duzenleyici
genlerin molekuler seviyede incelenmesi

= Genotiplerin belirlenmesi

= Mutant suslarin belirlenmesi
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