DNA Dizi Analiz Yontemleri

DNA dizi analizleri yada sekanslama DNA birincil yapilarinin tayininde ve niikleotid baz
diziliminin belirlenmesinde kullanilan ydntemdir. Analiz bir niikleik asit dizisinin digerine
hibridizasyonuna dayanir. Bu hibridizasyon sirasinda radyoaktif yada radyoaktif olmayan maddelerle
isaretleme yapilir. Siklikla gen mutasyonlari (delesyon, insersiyon vb.) tespiti yada rekombinant Dna
olusum yapilarinin tayininde kullanilir. Ayrica gen regiilasyonunda yer alan genetik kontrol bolgeleri,
konsensus dizileri, epistatik genler ve etkileri belirlenebilmektedir. Preimplantasyon tanisi, kalitsal
hastalik tayininde oldukca kullanilir. Kalitsal hastalik tasiyan ciftlerde tiip bebek embriyolarindan
alman Dna’lar bu yontemle analiz edilerek tasiyici embriyolar elenip genetik hastalik tasimayanlarin
dogmas1 saglanmaktadir. Yine ayni sekilde doku uygunlugu saptanmis embriyolardan saglikli
dogacaklardan elde edilen kordon kani ve kemik iligi hasta kardeslerin tedavisinde kullanilmaktadir.

Iki dizi analiz ¢alismalar1 1960’11 yillarin basinda 75-80 niikleotitlik tRNA’larla baslanmistir.
[lk olarak maya alanin tRNA dizi analiz teknikleride gelismektedir. Niikleotit dizilein belirlenmesinde
iki temel teknik kullanilmaktadir.

e Sanger dideoksi yontemi
e Maxam-Gillbert kimyasal degredasyon yontemi

Her iki teknik de ii¢ temel basamaktan olugsmaktadir.

e DNA’nin hazirlanmasi
e Reaksiyonlar
e Yiiksek voltajli jel elektroforezi

Her iki analiz sirasinda da tek iplik¢ikli DNA parcalart hazirlanip DNA dizi analiz yontemi
srasundaki temel fark DNA fragmentlerinin iiretilme bi¢iminden kaynaklanir. Jel elektroforezi yiiksek
coztirniirlitkteki DNA molekiillerini ayristirdigi igin her iki metotta da kullanilir.

Sanger Dizi Analiz Yontemi

Dideoksi yada zincir sonlanmasi reaksiyonlar1 olarak da bilinir. Tehlikeli kimyasallardan uzak ve
daha hizl bir yontem oldugundan Maxam-Gilbert yontemine tercih edilir. Bu yontem igin:
e Tek iplik¢i kalip DNA’ya
dNTP’lere
ddNTP
DNA polimeraz
Serbest OH grubu igeren primere ihtiyag¢ vardir

ddNTP’ler dideoksiniikleosittrifosfatlardir. OH grubu tagimayan modifiyeniikleotit substratlardir.
Bunlar riboz sekerinin ikinci karbon aotmuna ek olarak iigiincii karbon atomunda da deoksi halde
oldugundan fosfodiester bagimin olusumu engellenir yeni niikleotitler yapiya katilmaz. DNA zincir
uzamasi sonlanir. Bu Sanger yonteminin en can akici noktasidir.

[Ik olarak analiz igin kullamlacak kalip DNA asimetrik amplifikasyon ydntemiyle hazirlanr.
Boylece daha fazla kalip DNA elde edilir. Bu amagla dizi analizinin yapilacagi kolun primer derisimi
komplementer kolunkinden daha yiiksek tutulur. Dongii ilerlediginde sinirlayict primerin bittigi anda
yalnizca uzama kolu ¢ogalir. Amplifikasyon bitiminde {iriin ortamdaki maddelerden arindirilir. Artik
tek zincirli kalip DNA olarak kullanilmaya hazirdir.

[k olarak reaksiyon sonunda olusacak iiriinlerin rahat gériintiilenebilmesi icin DNA molekiilii
isaretlenir. isaretleme islemi i¢in genelde S*°, P** yada P** kullamilir. isaretleme ya gama pozisyonuna
yapisinda bulunduran niikleotitleri kullanarak yada alfa pozisyonunda isaretli ANTP’leri kullanarak
yapilir. DNA polimeraz, primer kalip DNA ve dNTP’ler ortama konuplup isaretli niikleotitin yapiya
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katilmasi saglanir. Kullanilan ddNTP’lerin konsantrasyonu diger maddelerden dah diisiik olmalidir.
Isaretlme primere de yapilabilir. Isaretlede sonra zincir sonlanmasi reaksiyonlana segilir. Karisim dort
kisma ayrilarak dort tiipe konulur. Her tiipe gerkli enzim faktorleriyle birlikte diistik derisimli farkh
ddNTP’ler konulur ve inkiibe edilir. ddNTP’ler ve dNTP’ler ayn1 karisima kondugunda aralarinda bir
yarigma olur.substrat olarak dNTP’ler kullanildigu aiirece uzama devam eder. Sentezin herhangi bir
noktasinda yapiya dideoksi girdiginde reaksiyon dur. Her tiipte ayni anada birbirinden bagimsiz bir¢ok
reaksiyon olmustur. Sonugta primer sonundan baslayip pramtiire sonlanmalarin oldugu bolgelere
kadar ¢esitli uzunlukta DNA pargalari olusur.

Olusan iiriinlerin ayristirilabilmesi icin yiiksek reziilasyonlu denatiire edici poliakrilamid jel
elektroforezi kullanilir. Elektroforez sonunda jel kurutularak otoradyografi ile fotografi cekilir.
Otoradyogramdan elde edilen basamak seklindeki bantlar radyoaktif izotop tasiyan tek zincirli DNA
molekiillerine aittir. Birbirine en yakin iki bant arasinda tek bir niikleotitlik fark vardir. Elektroforezde
mobilitesi en hizli olan bant primere en yakindir yani radyoaktif elemente en yakin bant en kiiglik
DNA fragmentidir. Bu fragmen hangi ddNTP ile olusturulmus ise isaretten sonra gelen ilk bazdir. ilk
bantta en yakin ikinci bazi veriri. Boylece asagidan yukar1 dogru ¢iktikca hareketi azalan bantlarin
hangi ddNTP ile olusturuldugu belirtilenir. Sonugta otoradyogramda ki bu bant verilerden
yararlanilarak 53 yoniine dogru olan baz dizilimi saptanmis olur.

DNA Dizi Analizinde Dikkat Edilmesi Gereken Husular

1-Asimetrik DNA amplifikasyonunda sinirlayic primer 1-2 pmol’dan (10°°) fazla
olmamalidir,

2-Amplifikasyon iiriinleri temizlenmeden kullanilmamalidir,

3-Kalip DNA ile primerin birbirine orani 1 olmalidir,

4-Guanin ve isitozince zengin bolgeler sekanslanirken
Yiiksek annealing sicakligi segilmeli
DNA ve primer birlegsmesi oda sicakliginda en az 20 dakika olmal
Sequeans yerine tag polimeraz kullanilmalidir (tag polimeraz 72 derecede
polimerizasyon kullanilmalidir )

5-Jelde saf ve kaliteli kimyasallar kullanilmalidir,

6-Eger radyoaktif isaretleme yapacaksa S* tercih edilmelidir (yarikanma omriinden dolay1)

Maxam —Gilbert Kimyasal Degredasyon Yontemi

Cok yonlii sekans olarak da bilinen bu ydntem de bazi kimyasallarla DNA 06zgiil baz
dizilerinden kesilerek degisik uzunlukta fragmentler elde edilir. Bu metotta bir sekans jelinden kirk
klon analizi yapilabilmektedir. Yine de ¢ok fazla tercih edilmeyen metottur. Ana mantik DNA’daki
bazlarin tahrip edilip hasar gérmiis bolgelerden piperidin ile fosfodiester baglarinin kirtlmasidir.

Ik olarak DNA parcas1 bir ucundan isaretlenir. Isaretleme sonras1 DNA dort pargaya ayrilir.
Her bir 6rnege bazlardan birini tahrip edilebilecek kimyasallar eklenir. Genelde ilk piirin ve
plirimidinlerin ayrimi ardinda bazlarm ayrimi seklinde olur. Dimetilsiilfat ile miidahale piiriinlerin
hydrozin ile miidahale de piirimidinlerin arasindaki glikozit baglarinin kirilmasi saglanir. Piperidin de
fosfodiester baglarinin kirmimini katalizler.

Dimetilsiilfat, piperidine guanini baglarken

Dimetil siilfat, piperidine formikasit guainin ve adenini bagliyor
Hidrozin ve piperidin birlikte timin ve sitozini baglarken
Hidrozin piperidin ve 1.5 M‘lik NaCl yalnizca sitozini baglar.

Yukaridaki kimyasallarin uygulanmasiyla olusan ¢esitli uzunluktaki fragmentler yiiksek voltajli
elektroforez sonunda X-ray duyarli film ile k kaplanarak otoradyograma alinir. otoradyografik bantlar
5>3 yoniinde en alttan en {iste dogru okundugunda bize 5>3 yoniindeki baz dizilimini verir.
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Dna Dizi Analizinde Kullamilan Enzimler

DNA dizi analizinde ¢esitli polimerazlar kullanilabilmektedir:

Klenow Fragment/E.Coli DNA polimeraz
Reverse Transkriptaz

Bakteriofaj T7 DNA polimeraz

Taq DNA polimeraz

Sequenazlar

Klenow Fragment/E.Coli DNA polimeraz 1k kullanilmasina ragmen bazi dezavantajlari vardir;

Bu enzim standart olarak 250-300 niikleotitlik bir dizi analizi edebilir ¢ok zincirlerde etkisini
gosteremez,

Homopolimerik bolgeleri etkin olarak c¢ogaltamaz (Homopolimer DNA segmentlerinin
uclarina ilave edilen poli A, poli T’lerden)

Ikincil yapmin olmasi durumunda da etkili degillerdir (Dyad simetri)

Reverse Transkriptaz enzimi de ¢ok fazla kullanilmamakta dizi homopolimerik bolgeler (A/T veya
G/T ) bakimindan zenginse tercih edilmektedir.

Tag polimeraz Klenow’un yapamadigi tiim islevleri yapabilmektedir ve 6zellikle G/C bakimindan
zengin bolgelerde daha etkindir.

Sequenazlar Bakteriofaj T7 DNA plimerazin bir formu olup 3->5 ekzoniikleaz aktivitesi kisitlanmis
bir enzimdir. Bu 6zelligi ddNTP’lerin baglanmasini kolaylastirdigindan ¢oklukla tercih edilmektedir.
Bu enzimin tamamiyle modifiye bir formu olan Sequenaz ver 2’de ii¢ kat daha fazla aktivitesi olan bir
enzimdir. Plimerizasyon orant 300 diir. Bir reaksiyonda yaklastk 3000 niikleotit sentezi
yapilabilmektedir. Burada sinirlayicilar poliakrilamid jellerdir. Bu avantajlardan yararlanabilmek igin
iki kademeli dizilenme reaksiyonu yapilir.

Non Radyoaktif isaretleme Ile DNA Dizi Analizi

Radyoaktivitenin pahali ve zararli olmasi gibi dezavantajlar1 oldugundan nonradyoaktif yontemler
kullanilarak DNA dizi analizi yapilmaya baslanmigtir. Bu yontemler:

Glimiis boyama teknigiyle
Biotinlenmis primer kullanilarak
Floresans isaretleme teknigiyle
Magnetik pargaciklar kullanilarak
DNA baglayan proteinlerle
Digoxigeninle DNA dizi analizi

Elektroforez

DNA molekiilleri fosfat grubu tasidiklar ic¢in eksi (-) yiiklidiir ve anoda dogru (+kutba)
hareket eder. Bu hareket DNA’ nin yapismma ve uzunluguna baghdir. Jel boyunca kisa DNA
fragmentleri daha hizli yol alirken uzunluk arttikca DNA’ nin hiz1 azalir. Her iki dizi analizi yontemi
ile elde edilen farkli uzunluklardaki fragmentlerin birbirlerinden ayrilmasi ve tanimlanmasinda
DNA’nimn bu 6zelligi kullanilir. Birbirlerinden farkli sonlanmalara sahip reaksiyon {iriinleri dort ayri
kulvarda s6z konusu jel matrikse yiiklenir. DNA fragmentleri olusturulacak elektriksel alanda
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uzunluklarina gore siralanirlar ve DNA dizisi jelden okunur. Poliakrilamid jeller her iki teknik igin de
kullanilir ve yiiksek ayirim giicline sahiptir. Poliakrilamid jeller uygun siire ve uygun voltajda tek bir
niikleotit farkini bile
ayirabilir. DNA dizi analizi reaksiyonu sonucu elde edilen fragmentler jel iizerinde giimiis boyama,
radyoaktif veya floresan boyalarla isaretlenerek tespit edilebilir. Otomatik DNA cihazlariin gelismesi
ile poliakrilamid jellerin yerini polikarbon bilesikleri olan polimerler
almistir. Bu polimerler yogunluklarina gore farkli ayrim giicline sahiptirler. Kullanilan polimer
otomatik cihazlarda c¢aplart milimetreden kiigiik olan cam kapilerler igine yiiklenirler. Bdylece
poliakrilamid jellerde meydana gelen problemler en aza indirilmis olur (Sambrook et al., 1989).

Otomatik DNA Dizi Analizi

Insan Genom Projesi gibi biiyiik projeler ¢ok sayida DNA dizi analizi yapilmasini
gerektirmektedir. Artan analiz sayisi, uzun zaman ve yiiksek is gilicii gerektirir. Bu gelismeler
sonucunda otomasyon kag¢inilmaz olmustur. Otomatik DNA dizi analizleri zaman kazanci yaninda,
standart caligma kosullar1 ve elde edilen sonuglarin degerlendirilmesinde de yarar saglamistir.
Otomatik analizde de Sanger’ in enzimatik DNA sentezine dayanan zincir sonlanma yontemi
kullanilmigtir. Otomatik DNA dizi analiz cihazlari basit olarak, sabit bilgisayarda yiiklii programlar ile
bu programlarin yonettigi elektroforez sistemini igerir. Elektroforetik iinitelerde bulunan lazer 11k
kaynag1 ile monokromatik bir 151k olusturulur. S6z konusu DNA’ nin bulundugu jelmatriks bu
monokromatik 1s1k ile taranir. Elektroforez siiresince DNA’ ya baglanan floresan boya 1sik ile taranan
bolgeye geldiginde uyarilir. Uyarilan boya kendi igin karakteristik olan dalga boyunda 1s181 geri
yansitir. Yansiyan bu 1sik demeti bir detektdr tarafindan kaydedilir.Kaydedilen veriler bilgisayar
programlart ile degerlendirilerek sonuglar grafiksel ya da matematiksel olarak bilgisayar ekranina
aktarilir. DNA dizi analizi cihazlarinda 6 bazdan1000 baza kadar giivenli okuma yapilabilmektedir
(Sambrook et al., 1989).

ABI Prism 310 Genetik Analizatori

Kendinden oOnceki sistemlerden farkli olarak ABI Prism 310 Genetik Analizatori
poliakrilamid jelmatriks sistemi yerine kapiler sistem ic¢ine doldurulan polimer jelmatriks sistemi
icerir. Bu polimer jelmatriks ¢api nanometre 6l¢iitlerinde olan cam borular igerisine doldurulur.

Cihaz iki ana pargadan olusur. Birinci kisim veri iinitesidir. Veri {initesi bir bilgisayar
sisteminden ibarettir. Bu bilgisayarda, ikinci kisim ile baglantiy1 kuran ve ikinci kism kontrol eden
programlar yiikliidiir. Ikinci kisim analizin yapildig1 elektroforez kismidir.(Perkin Elmer, 2000).

Kontrol Sistemi

Tipik bir masa iistii bilgisayar sistemidir. Bu sistemde iki ana program yiikliidiir. iki
programdan birinin gorevi elektroforez cihazi ile baglantiy1 kurmak, elektroforez kosullarini saglamak
ve verileri toplamaktir. ikinci programin gérevi ise toplanan verilerinin degerlendirilmesidir. ABI
Prism 310 Genetik Analizatoriinde “DATA CollectionTM” programu birinci tip bilgisayar programina
ornektir. “Sequance AnalyseTM”programi ise cihazin ikinci tip programidir.

Elektroforez Unitesi

Bu kisim hazirlanan 6rnegin yiiklendigi ve elektroroforezin gergeklestigi kisimdir ve
li¢ liniteden olusur .

1-Ornek yiikleme {initesi.
2-DedektOr tinitesi.
3-Jel blok tinitesi.
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Ornek yiikleme iinitesi

Yiikleme iinitesinde 6rnek yiikleme tepsisi ile tepsiden bagimsiz 3 kuyucuk vardir. Bu ii¢
kuyucuktan birincisine i¢inde yiirlitme tamponu bulunan tiip yerlestirilir. Bu ¢ozelti elektroforez
sirasinda uygun akimin olugmasini saglar. Ikinci ve iigiincii kuyucukta distile su bulunur. Bu
kuyucuklarda kapiler sistemin orneklere temas eden kisimlarinin temizligi otomatik olarak yapilir.

Dedektor Unitesi

Kapilerin (cam boru) bir ucu platin bir cubugun yanindadir. Platin ¢ubuk katot gorevi goriir.
Platin ¢ubuktan polimer bloga kadar olan bdliim lazer {initesi harig, 1sitic1 ile sabit sicaklikta tutulan
bir zemin {izerindedir (1s1 iinitesi). Bundan sonra gelen lazer okuyucu iinitesi 6zel kapakli bir kutucuk
igerisindedir (dedektor {initesi). Bu {inite sonunda kapiler, polimer blok icerisinde sabitlenir.

Jel Blok Unitesi

Jel blok iinitesi iizerinde siringa takmak i¢in uygun bir delik bulunur. Buraya takilan siringa
icinde kapilere doldurulacak olan stok polimer bulunur. Siringa iizerinde bulunan bir piston ile kontrol
edilir (siringa pistonu). Polimer blogun son kismi ise bir kapakla yiiriitme ¢ozeltisi ve anodun
bulundugu béliime agilir.

ABI Prism 310 Genetik Analizatorii Calisma Programi

Ornek hazirlandiktan sonra cihazda bulunan 6rnek tepsisine yerlestirilir ve cihaza baslama
komutu verilir. Baslama komutu ile cihazin gerceklestirdigi islemler su sekilde siralanir.(Perkin-
Elmer, 2000).

1-Cihaz baglama komutunu aldiktan sonra kapiler iinitesinin sicakligini elektroforez i¢in
uygun sicaklik olan 50 0C’ ye ¢ikarir.

2-Uygun sicaklik saglandiktan sonra kapilerin platin gubuga bagli serbest ucu 6rnek yiikleme
tinitesinde bulunan distile su tiipline girer. Cihaz polimer blok sonunda bulunan ve anoda agilan kapagi
kapatir. Polimer siringasi iizerinde bulunan piston ile sikistirilir. Polimer, anot tarafi kapali oldugu igin
hareket edebilecegi tek yon olan kapiler i¢ine yayilmaya baslar.

3- Kapiler, polimer ile doldurulduktan sonra serbest kapiler ucu 6rnek tepsisi iizerinde hareket
ederek ornek icerisine girer.

4-Anot kapagi acilan cihaz {izerinde elektriksel alan yaratilir. Yaratilan elektriksel alanda tiip
icerisinde bulunan DNA parcalar kapiler boru icerisine dogru harekete gecerler. DNA parcalarinin
kapilere taginmasi igin gerekli slirenin dolmasi ile akim kesilir ve serbest kapiler ucu distile su
icerisine doner.

5-Platin ¢ubuk ile kapiler ¢evresine 6rnekten bulasan kirlilikler temizlenir.

6-Kapiler serbest ucu temizleme sonrasi tekrar hareket ederek drnek tepsisi lizerinde
bulunan yiiriitme ¢ozeltisi igerisine girer. Burasi kapiler serbest ucu i¢in son noktadir.

7-Anot kapagi agildiktan sonra cihaz iizerine tekrar akim verilir. Ornek tepsisi iizerinde
bulunan yiiriitme ¢dzeltisi ile polimer blok sonunda bulunan yiiriitme ¢ozeltisi arasinda 14000 V’ ye
varan bir gerilim olusur. DNA pargalar1 kapiler serbest ucundan kapiler boyunca, polimer bloga dogru
harekete gecerler. Bu yiiriitme sirasinda lazer {initesi igerisinden gecerler ve yaydiklari floresan 151k ile
tespit edilirler. Elektroforez sonlandiginda cihaz yeni deney i¢in islemleri tekrar eder.

ABI Prism Big Dyerm Terminator Reaksiyon Kiti

“ABI Prism Big DyeTM" terminatdr reaksiyon kiti i¢erisinde AmpliTaq DNA polimeraz
iceren bir PCR kitidir. Kullanilan polimeraz enzimi Thermus aquaticus‘ dan elde edilir. Bu enzimin
5°-3” niikleaz aktivitesi ile fosfataz aktivitesi inhibe edilmistir. Kiti diger kitlerdenayiran 6zellikler
asagida siralanmistir (PE Applied Biosystems, 1998).
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1-PCR asamasinda pipetlenecek tek bir karisim vardir. Bu karigima primer ve DNA
eklenir. Dolayisi ile kisisel hatalar en az seviyededir.
2-Cift zincirli DNA’ nin denaturasyonu i¢in bazik ortama gerek yoktur.
3-Tek zincirli ve ¢ift zincirli DNA i¢in ayn1 protokol uygulanir.
4-Az miktarda kalip DNA’ ya ihtiya¢ vardir.
5-Daha ¢ok tekrarlanabilir sonug verir.

“ABI Prism Big DyeTM” terminator reaksiyon kiti igerisinde bulunan karigim igerisinde
PCR igin gerekli tiim kimyasallar yaninda her bir bazin esit miktarda ddNTP’ leri debulunur. Bu
ddNTP’lerin her biri farkli bir floresan boya ile isaretlenmistir (Cizelge.2.2).Bu sayede tek bir
reaksiyonla dizi analizi yapilabilir. Kit —15 ile =25 0C arasinda saklanir. Kit tiim kalip DNA’ lar i¢in
ortak bir PCR protokolii igerir ve PCR siiresi ortalama 2,5 saattir (PE Applied Biosystems, 1998).

“ABI Prism Big DyeTM terminator reaksiyon kitinde ddNTP’ lerin igaretlendikleri floresan
boya isimleri ile bunlara karsilik gelen renkler.

ddNTP Florasan Boya Renk
A dR6G Yesil
T dROX Kirmizi
C dR110 Mavi
G dTAMRA Siyah
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