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SEQUENCE TAGGED SITES (STSs)

STS; genomda 200-300 baz uzunlugundaki kisa bir bdlgedir ve bu sekans genomun baska hi¢bir
yerinde bulunmaz. Bu tek sekans PCR ile amplifiye edilebilir. STS sekansi tekrarli elementler
icerebilir fakat iki ucunun sekansinin esi yoktur ve essiz DNA primerleri bu uglara gore
sentezlenerek bu bolge PCR ile amplifiye edilir. Amplifiye olan triinlerin jel elektroforezi

spesifiklik gosterir. (sekil 1)
Figure 2. STSs from Chromosome 16
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Sekil 1: STS’ler genomdaki essiz sekanslardir. Bu bélgeler PCR ile g¢agaltilir ve iriinler jel elektroforezinde
birbirinden ayrilir. Eger reaksiyon iiriinleri ayni uzunlukta ise ve jelde tek belirgin bant goziikiiyorsa bizim
ilgilendigimiz bolge cogalmis demektir.

Los Alamos’ta 12 farkli STS markeri PCR’da ¢ogaltilmis ve iiriinler 12 haneli jelde ayrilmistir. Jelin her bir
kuyucugunda tek tip bir bandin varligi STS’in ger¢ekten tek bolge olduguna isaret eder. Amplifiye edilen iriinler
biiyiikliikleri standart fragmentle kiyaslanir.

STS kavrami Olson ve ark. (1989) tarafindan tanitilmistir. Insan genom arastirmasinda PCR’1n
olas1 etkisinin saptanmasinda, haritadaki lokasyonu bilinen tek kopya DNA sekansinin
kromozomlar arasindaki énemli genlerin fiziksel ve genetik haritasinin yapilmasinda bir marker

gibi hizmet verdiginin farkina varmislardir.



STSler essizdir ve insan genomunun fiziksel haritasi {izerindeki yerinin tespit edilebilmesi
bakimindan kullaniglidir. Genomun her bir bolgesi icin belirlenen bilgiler GenBank gibi
bilgisayar veri tabanlarinda stoklanir. Bu stoklanmis bilgiler, PCR primerlerini, reaksiyon
sartlarini, her bir bolgedeki DNA sekansinin {iriinlerinin biiytlikliigiinii icerir. Veri tabanlar i¢inde
STS markerlarinin kopyalart yapilmis, spesifik primerler sentezlenmis ve genomik DNA’dan
spesifik kosullarda STS’ler amplifiye edilmistir. STS kopyalari, karakterizasyonu yapilmamis
kiitiiphaneler ve her bir klonun marker icerigini tanimlamak ic¢in kullanilabilir. Bu yiizden,
fiziksel haritalarin veri tabanindaki DNA klonlar1 yada problari ihtiya¢ oldugunda dagitilir yada

elimine edilir.
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Sekil 2: Kromozoma spesifik bir M13 kiitiiphanesi yapmak i¢in yada
kosmid klonun sonuna bir klon almak i¢in kosmid klon restriksiyon
endoniikleazlarla kesilir ve restriksiyon fragmentleri M13 vektdriine
klonlanir.

M13 klonundan 200-400 baz ciftlik DNA’nin sekansi yapilir. STS’in
kimliklendirilmesi i¢in sekans DNA sekanslama makinesinde yiiriitiilerek
determine edilir.

Sekans biitiin bilinen tekrarli sekanslarla bilgisayar algoritmasindan
yararlanarak essiz oldugu bulunmus bolgelerle karsilastirilir.

Primer sentezlenir ve insan hiicrelerinden izole edilen genomik DNA,
PCR’da kullanilir. Amplifikasyon iiriinleri agoroz jel elektroforezinde
yiiriitiilerek spesifiklikleri degerlendirilir.

Essiz bolgeden 100-300 bp uzunlugunda iki pimer sekanst ayrilir iki
primerin erime sicaklig1 5° C den daha az farkli olmalidir.

Fonksiyonel bir STS markeri genomun tek hedef bolgesini amplifiye
edecektir ve hedef bolgenin biiyiikliigii jel tizerinde tek bant iiretecektir.

Sekil 2 bir STS markerim1 bulmak i¢in 6zet bir prosediirii géstermektedir. Klonlanan DNA
fragmentinin 200-400 bazlik bolgesinin sekanslanmasiyla baglar. Yaklasik sekans tek bir DNA
jelinden elde edilebilir. Sekansin ardindan 100-300 baz cifti 20 bazlik iki bdlgeyi bulmak igin
ayrilir, PCR igin essiz primerlere hizmet edebilir. (sekil 4) Primerler sentezlenir ve genomik
DNA’nin PCR reaksiyonu hedef bolgenin segici amplifikasyon sonuglarini gérmek igin yapilir.
Eger bu sonuglar gergeklesirse STS bolgesi amplifiye edilmis demektir. Los Alamos’taki bir

caligmada sekansin yaklasik yarisindan tesadiifi olarak STS elde edilmistir.



Rough Sequence—347 Bases (lower case letters indicate uncertainty in the base call)

— Primer A

5 5'-GAATTCCTGA CCTCAGGTGA TCTGCCCGCC | TCGGCCTCCC  AAAGTCCTEG
51 GATTTACAGG CATGAGGCAC CACACCTGGC | CAGTTGCTTA GCTCTCTAAG
101 TCTTATTTGC TTTACTTACA AAATGGAGAT | ACAACCTTAT AGAACATTCG
151 ACATATACTA GGTTTCCATG AACAGCAGCC ' AGATCTCAAC TATATAGGGA
201 CCAGCTCAGAA ACCAATGTCA GCTAGCTGAT GATGGGCAAz GGUATGGGgA
251 CTGATATGCC CNNNNNGACG ATTCGAGTGA CAAGCTACTA TGTACCTCAG
301 CTTTLCATCT tGATCTICAC CACCCATGGY ' TAGGTGTCAC TGAAATT-3'

3'-CTAGAAGTG GTGGGTACCC AT-5' Primer B

Melting

Temperature
Primer A 5'-GTT TCC ATG AAC AGC AGI CAG-3' 694°C
Primer B 5'-TAC CCA TGG GTG GTG AAG ATC-3' 68.7°C

Sekil 3: Yaklasik olarak 171 bazn iistiindeki sekanstan STS gelistirilir. Sekans 162. bazdan baglar ve 332.
baza dogru kosar. Primer A, 21 baz uzunlugundadir ve sekans boyunca uzanir. Primer B de 21 baz
uzunlugundadir ve sekansin 3’ ipligine dogru sekansi tamamlar. Iki primerin erime sicakliklari yaklagik
olarak esit olmalidir. Iki primer sekansini segmek ve erime sicaklarimi hesaplamak igin bir bilgisayar
algoritmasi kullanilmaktadir.

Fiziksel Haritalama i¢in STS Markerlan

Insan kromozomlarinin kontig haritalarinin yapilmasinda overlap olmus klon ciftlerini bulmak
icin STS’ler kullanilir. Her bir STS, genom iizerinde tektir. iki klon aym STS bélgesine overlap

olmal1 ve overlap olmus bolgeler STS igermelidir.

Overlaptan 6nce ayni STS’leri igeren klonlar DNA kiitiiphanesindeki klon koleksiyonundan
tespit edilmelidir. Eger bireysel olarak klonlanmigsa fragmentler nitroseliilloz yada naylon
membrana alinmalidir. Daha sonra STS igerdigi belli olan klonlar STS markerlarindan
hibridizasyonla teshis edilebilir. ilk énce STS kopyalar1 genomik DNA’dan PCR ile olusturulur.
Amplifiye edilen kopyalara radyoaktif P32 ile isaretlenerek denature edilir ve klon fragmenti
membrana uygulanir. Isaretli markerler sadece klonlari igeren DNA sekansia tamamen hibridize
olacaktir. STS bakimindan pozitif olan klonlar X-ray filminde koyu isikta membranla kars:
karstya birakilir.

Daha hizli bir inceleme metodunda klon kiitiiphaneleri havuzlara ayrilir ve PCR kullanilarak her
bir havuzdaki STS’in varligi sorgulanir. PCR tabanli inceleme metodunda primerler her bir STS
icin sentezlenir ve ¢ogu havuzda parelellik goriiliir. Eger klonlanmis fragmentlerin belli havuzu
STS hedef sekansinin PCR amplifikasyonu gercgeklesirse daha sonra en az bir klon hedef sekansi
icermelidir. Calisilan bir havuz kullanilarak proje altinda tanimlanan amplifikasyonu

desteklenmis olan havuzlardaki klon yada klonlarin STS igerikleri incelenir.



16. Kromozomun Fiziksel Haritasi I¢cin STS Markerlar

Los Alamos’ta STS markerlarini iceren 16. kromozomun fiziksel haritasin1 yapmak i¢in 16.
kromozomda ortalama 100000 baz ¢ifti denenmistir. 16. kromozomun yaklasik %60’1 kosmid
klonlar tarafindan oOrtiiliir. Ortalama olarak her bir cosmid kontig 100000 baz ¢ifti araligindadir.
Yapilan ¢alismada her bir kontigin sonuna uzanan klonlardan sekansi yapilan bolgeler tarafindan
STS’lerin gelistirilmesidir. Bu surette toplam 325 sekans bu klonlardan elde edilmis ve yaklasik
100’tinde STS gelismistir. STS markerlar1 GenBank’ta stoklanir bu yiizden hi¢ kimse markerlar

tekrar olusturmak istemez ve klonlarin STS igeriklerini tanimlamada kullanir.

Klonlarin sonlarindaki STS markerlar1 ¢alisilmis olan kosmid kontiglerinde birka¢ amaca hizmet
eder. Once YAC klonlarmin kiitiiphanesini incelemek i¢in kullanilir. Klonlar iki farkli kosmide
overlap yapabilir. 16. kromozom i¢in yapilan ¢alismada kiitiiphanede 550 YAC bulunmaktadir.
YAC’lar yalnizca 16. kromozoma insert olmus DNA i¢ermektedir. Ortalama uzunluk 215 kb’dir.
Bunun gibi kromozoma spesifik YAC kiitliphanelerinin yapilmasi fiziksel haritalama ve

kromozom kiitiiphanelerinin tanimlanmasi i¢in 6nemli bir bulustur.

Calismada YAC’lar havuzlara ayrilmig ve PCR tabanli inceleme stratejisi her bir STS iceren
YAC’lar1 tanimlamak i¢in kullanilmigtir. Tasarlannmis havuz. Los Alamos’taki kuramsal biyoloji
grubundaki David Torney tarafindan bulunmustur. STS icerdigi tespit edilmis bir YAC klonu bir
PCR teknigi kullanilarak (inter-ALU PCR olarak da bilinir) YAC’tan prob setleri olusturulabilir.
Problar kosmid klonlarla diizenlenen kiitliphanede hibridize edilir. Eger klonlar iki farkli
kontigde pozitif hibridizasyon sinyali verirse daha sonra YAC iki kontig arasinda koprii

olusturmaktadir. Kosmid klonlarindan STS igeren 30 YAC identifiye edilmistir.

16. kromozomun ¢esitli kisimlarini igeren fare/insan somatik hiicre hibritleri tarafindan belirlenen
16. kromozom iizerine lokalize olmus her bir kosmid i¢in ayn1 STS kullanilabilir. Colaborators
David Callen ve Giiney Avustralya’daki Grant Sutherland of Adelaide Cocuk Hastanesi 16.
kromozom iizerinde ortalama 1.7 milyon baz uzunlugundaki 50 boélgenin somatik hiicre
hibritlerini biriktirerek bir panel olusturmuslardir. Hibridizasyon tabanli metodu kullanarak,
STS’ler ve bir PCR tabanl strateji kullanilarak DNA her bir hibrit hiicrede incelenmistir. Bu
ylizden lokalize olmus her bir 70 kontig somatik hiicre panelinde 50 bolgeden birinde belirtilir.



Genetik Linkaj Haritalama I¢in STS Markerlar

Ayrica STS’ler genomda biri digerinden uzunluk bakimindan c¢esitli esi olmayan bolgeler
arasindan gelistirilebilir. PCR ile bu ¢esitli bolgeler amplifiye edilebilir. Farkli bolgeler genomun
mevcut bolgesinin gesitliligine baghdir. Farkli bolgede belirlenen bir STS polimorfik bir DNA
markeridir. Bu DNA marker1 diger markerlarla birlikte ve genetik linkaj haritalarinda lokalize

olmus sekilde izlenebilir.

Sekil 4a cesitli uzunluklardaki gesitli bolgelerin bir 6rnegini gostermektedir, bu bolgelerde
STS’ler gelisebilir. Bolgenin sonunda yaklasik 20 niikleotitlik essiz bir sekans bulunmaktadir. Bu
sekans PCR i¢in primer gibi hizmet edebilir. Bu iki sekans arasinda basit tandem tekrarlar
bulunur (GT)n veya (GT) n kez tekrar eder. Bunun gibi diniikleotid tekrarlari insan genomu
boyunca tri-, tetra-, penta- niikleotid tekrarlar1 seklinde dagilir. Ayrica kromozomlarda lokuslar
arasindaki bu n tandem tekrarlarinin sayisi populasyonlar arasinda genis dl¢tide farklilik gosterir.

(a) A Polymorphic STS
5'- unique sequence GTGTGT . ...... GT unique sequence -3'

GMn),

The number n of GT repeats varies among the population.

(b) Inheritance of the Polymorphic STS shown in (a)
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Sekil 4: degisken bir lokus igerigi kisa tekrarlanan sekansa sahiptir, diniikleotid tekrarlar1 gibi (GT)n bir
STS iginde olabilir. Bir 6rnek sekil 4a da gosterilmistir. Amplifiye edilen iiriiniin biyiikligii STS’in
bulundugu lokustaki n sayisina baglidir. Bu yiizden STS polimorfiktir. STS markerinin her bir bireyde
iki kopyasi bulunur ve her bir kopya n derecesine ve bu suretle farkli polimorfik STS allellerine
sahiptir.

Polimorfik STS’in kalitimi 5 {iyeli bir ailede sematik olarak agiklanmistir (b). Her bir aile tiyesinden
STS’lerin PCR f{irtinleri elektroforetik jelde gosterilmistir.iki allelden biri anneden digeri babadan gelir.
Cocuklar her bir bireyden bir STS allelini alirlar.

Ciinkii markerler ¢ok alleldeki tekrarli sekanslar etrafindan gelistirilirler. Iki farkli marker icin bir
ebeveyn heterozigot olmalidir. Bu markerlarin sahip oldugu ¢ok sayidaki allel linkaj analizi i¢in biiyiik
bilgi saglar. Polimorfik STS’ler insan genomundaki her bir kromozomun 2-5 ¢M uzakligindaki DNA
hakkinda bilgi vererek genetik linkaj haritasinin yapilmasini saglar.ek olarak, STS’ler kolaylikla
fiziksel haritalara yerlestirilir ve bdylece kromozomlarimn fiziksel haritasiyla birlikte linkaj haritalariin
siraya dizilmesinde rahatlik saglar.




STS’ler bu farkli bolgelerin genis sinifindan gelistirilebilir. Clinkii bu markerlarin allellerine
karsilik gelen polimorfik STS’lerden cesitli biiyiikliikteki PCR iirlinleri elde edilip bu amplifiye

edilen {irlinlerin jel elektroforezi yapilarak bireyin marker allelleri tespit edilir.

Polimorfik STS’ler 6zellikle kullanighdir. Cilinkii polimorfik STS’ler hem fiziksel haritalarin her
bir kromozomun genetik linkaj haritalarinin yapilmasia hizmet eder. Bu suretle polimorfik

STS’ler iki tip harita tizerinde farkli uzakliklardaki sekanlar arsinda baglantiy1 saglar.

Los Alamos’ta (GT)n tekrarlarinin lokasyonu, fingerprinting ve haritalama stratejisiyle identifiye
edilmistir. Bu c¢alismada arastiricilar simdi linkaj haritalama i¢inde kullanmak i¢in STS’ler

icindeki bu bolgeleri calismaktadirlar.
EXPRESSED SEQUENCE TAGS (ESTs)

Bir EST, cDNA sekansinin bir segmenti olup mRNA’ya benzer. EST’ler genomik sekansi
aciklamada bir dayanaktir ve spesifik dokulardaki veya biiylime kosullariyla iliskili gen
ekspresyonunu analiz etmeyi saglar. Insanda genlerin ekspresyonunun tanimlanmasi
kodlanmayan DNA bolgelerinin (intronlarin)olmasindan dolayr zordur. Bu nedenle mRNA
izolasyonu ile ifadesi olan genleri tespit etmek miimkiindiir. Ancak mRNA hiicer disinda stabil
degildir.Bu nedenle mRNA’dan cDNA(komplementer DNA) sentezlenir. ¢ DNA ifade edilen
sekansi igerir.daha sonra molekiiliin iki ucundan EST olusturmak iizere birka¢ yiiz niikleotid

sekanslanir.

EST sekanslar1 eksprese edilen genlerin kurulmasinda hizli bir metottur. Herhangi bir ¢esit cDNA
kiitliphanesi sekanslama yapmak icin kullanilabilir. Single-pass (tek gecisli) sekanslama cDNA
klonunda sadece bir ugtan yapilir. Bu verilerin hizli ve olduk¢a ucuz toplanmasini saglar. Ancak

single-pass sekanslama bir¢ok hata icermektedir.

Ik olarak Bethesda’daki Ulusal Saglik Enstitiisii’ndeki bir grup arastirici tarafindan bilinmeyen
cDNA klonlarinin genis Ol¢lide sekanslanmasiyla baslamistir. Tiim genomik sekans hizli bir
sekilde ilerlerken bu c¢aligsmalarin ilk sonuglarini 1990’Ih yillarin baglarinda yayimlamiglardir.
Insan EST projelerini destekleyenler tiim genomu sekanslamanin ¢ok uzun zaman alacagini ve

genlerin kodlanan sekanslarimin genom igeriginde biiyiik bilgi gosterdigini fakat DNA’nin



yalnizca %3 linii kapsadigi konusunda tartigmiglardir. cDNA’nin sekanslanmasi tamamlanmamis
ve daha az hatasiz olmasina ragmen genomun sekanslanmasindan daha hizli ve daha ucuz
oldugunu ileri siirmiislerdir. Ancak baz1 arastiricilar bu projeye karsi ¢ikmiglardir. Tiim genomun
sekanlanmasina karst bir degisiklik gibi gormiislerdir. Arastiricilar mRNA’nin ekspresyonunun
biitiin dokularda, hiicre tipinde ve gelisimsel seviyede bulunmasinin zor oldugunu konusunda
tartismiglardir. Hem EST’nin hem de genomik sekanslamanin koordineli olarak yararli oldugu

konusunda uzlagsmislardir.

Genis Olglide EST sekanslama, insan, piring, musir, fare, HIV’yi kapsayan 300’{in iistiinde tiirde
ve Arabidopsis elegans, Escherichia coli, meyve sinegi, Caenorhabditis elegans gibi ¢ok
sayidaki model organizmada yapilmgtir. insan EST sekanslama ¢ok dikkatle yiiriitiilmiistiir ve
tiim genomun sekanslanmasiyla internet tizerinden ulasilabilen 3,2 milyonun tizerinde EST klonu

mevcuttur.

Insan EST’lerine ek olarak diger EST sekanslarina ulusal bir veri tabani olan dbEST ye internet
araciligiyla ulasilabilir. Bu veri tabanlarina internet iizerinden ulasabilmenin amaci internetteki
giiclii programlarin bulunarak diinya ¢apinda yapilan arastirmalarin analiz edilebilmesine bir

Ol¢iide yardimci olabilmektir. Ayrica sadece bir 6rnege ait olan koleksiyonlar da bulunmaktadir.

Yaklasik olarak sonsuz kaynaktan EST fretilebilir. Ticari olarak mevcut olan cDNA
kiitiiphaneleri DNA sekanslamasi i¢in bir kaynak saglar. Diger EST ler cDNA Kkiitliphanelerinden
sentezlenmiglerdir. Bu yiizden mRNA kaynaklar1 spesifik hiicre tipi, doku ve fizyolojik
kosullarindan gelebilir. insan EST koleksiyonundaki en erken kayit beyin dokusundan izole

edilen mRNA’ya ait cDNA kiitliphanesidir.

EST’ler genomun fiziksel haritasinin ¢ikarilmasinda kullanilabilir. Fiziksel haritalar daha sonra
insan hastaliklariyla iligkili genleri klonlamak icin kullanilabilir. Ek olarak EST sekanslari
genomik sekansin anlagilmasinda pek bir agiklik getirmemektedir. Cilinkii EST’ler cDNA’dan
gelirken genomik sekans intergenik bolgeleri ve intronlart icermektedir (Yani olgun RNA’nin
sekansini yansitmaktadir). Bilim adamlar1 ve biyoinformatik¢iler EST sekanslarini genler ig¢inde
uzanan intron-ekson baglantilarinin nerede oldugunu belirlemek ve ayni gendeki alternatif
transkriptleri ortaya ¢ikarmak icin kullanabilirler. Bu calismalar ayn1t mRNA’larin sergiledigi
overlapping (list iiste binmis) sekanslara sahip EST kontiglerini meydana getirmeye yardim eder.

Ancak EST koleksiyonu tarafindan kag tane farkli genin olduguna karar vermek zordur. Ciinki



cDNA klonlarinin siklikla 5° ucu kesilmistir ve klonlarin sik olarak 5’ ucunun iist iiste binmeyen

sekanslarin tirtinlerine karsilik gelir.

Gen iriinlerinin fonksiyonu identifiye etmede EST koleksiyonlar1 degerli bir care olarak
onerilmektedir. Mevcut veri tabanlari sekanslar1 karsilastirmada ve siraya dizmede kullanilabilir.
Genin protein {iriiniinlin in vivo fonksiyonu ayni veya farkli tiirlerle iliskili diger genler test
sekansinda homoloji saglayabilir/gosterebilir. Ek olarak, EST’ler klonlarin blotting analizi igin
bir kaynak saglar. Cok yakin bir zamanda EST koleksiyonlarinin kullanilmas1 mikroarray’e gore
ucuzdur. EST’ den sonra mikro array tek deney iginde genis Olclide gen ekspresyonunu

calisiimasinda kullanilir.

KAYNAKLAR:
% http://www.usask.ca/biology/rank/316/genomics/genomics/html

s http://library.lanl.sov/cgi-bin/getfile?00326699.pdf

«» http://www.bookrags.com/sciences/genetics/sequence-tagged-sites-wog.html

33

s http://www.bookrags.com/sciences/genetics/expressed-sequence-tags-ests-

wog.html



