DIZI ANALIZI (SEKANS) TEKNIKLERI

DNA dizi analizi, gen yapist ve genetik kontrol mekanizmalar1 hakkinda bir ¢ok bilgi
edinmemizi saglamistir. Herhangi bir organizmadan ¢ok miktarda saf DNA elde edilmesini
saglayan rekombinant DNA tekniklerinin gelismesine paralel olarak DNA dizi analizi
yontemleri de gelisme gostermistir. 1960’11 yillarda baslayan DNA dizi analizi ile ilgili
arastirmalar baslica su sekilde gelismistir (Ziilal, 2001).

1965 yilinda Robert HOLLEY tarafindan 74 niikleotidlik bir tRNA molekiiliiniin dizi
analizi yapilmistir. 1977 yilinda Allan MAXAM- Walter GILBERT ve Frederick
SANGER tarafindan iki farkli DNA dizi analizi yontemi bulunmustur. 1982 yilinda
Akiyoshi WADA DNA dizi analizinin otomatik olarak yapilmasini dnermistir ve robotlar
gelistirilmeye baslanmigtir. 1986 yilinda California Teknoloji Enstitiisiinden (Caltech)
Leroy HOOD ve Llyod SMITH tarafindan DNA dizi analizinde kullanilacak tam otomatik
bir makine bulunmustur. 1990 yilinda Edward UBERBACHER tarafindan bir gen bulma
programi olan GRAIL kullanilmaya baslanmistir. 1992 yilinda 21. kromozomun DNA
Dizi Analizi tamamlanmistir. 1995 yilinda Craig VENTER, Claire FRASER ve Hamilton
SMITH tarafindan Haemophilus influenzea’ ya ait ilk DNA dizisi yaymlanmistir. 1996
yilinda ulusal bir konsorsiyum tarafindan bir ekmek mayasi1 olan S.cerevisiae’nin DNA
dizisi yaymlanmistir. 1998 yilinda Sanger Center ve Washington Universitesi bilim
adamlar tarafindan Caenorhabditis elegans’ in  DNA dizisi agiklanmistir. 1999 yilinda
Ingiltere, Japonya ve ABD’den bilim adamlar tarafindan insanin 22. kromozomunun DNA
dizisi tamamlanmigtir. 2000 yilinda Celera ve isbirligi icinde oldugu {iniversiteler
tarafindan Drosophila melanogaster’ in DNA dizisi agiklanmigtir. 2000 yili Haziran ay1
icinde Insan Genom Projesi katilimcilar1 ve Celera’ nin insan gen haritas1 taslagini
tamamladig1 agiklanmustir. Arabidopsis thaliana 2000 yilinda DNA dizisi agiklanan ilk
bitki olmustur. 2003 yi1linda Whitehead Enstitiistinde gorevli David PAGE ve arkadaslar Y

kromozomunun dizi analizini tamamlamiglardir.

DNA Dizi Analizinde giinlimiizde birbirinden farkli iki yontem kullanilmaktadir. Bu iki
yontem;
1- Maxam ve Gilbert’in kimyasal kirilma yontemi (Maxam et al.,1977).

2- Sanger-Coulson’un zincir sonlanma yontemi. (Sanger et al.,1977).



Bu iki yontemden, Sanger — Coulson’un yontemi giiniimiizde daha yaygin olarak
kullanilmaktadir. Allan MAXAM ve Walter GILBERT ‘in gelistirdikleri ydntemin
prensibi hidrazin, dimetil siilfat ya da formik asit ’in, DNA’ da bulunan bazlar1 6zgiil
olarak degistirmesine ve daha sonra eklenen piperidinin degisiklige ugramis niikleotitlerin
bulundugu noktalardan zinciri kirmasina dayanir (Sambrook, et al., 1989). Bu yontemde,
niikleotit dizisi saptanacak olan DNA 6nce 5’- ucundan **P ile ya da floresan bir boya ile
isaretlenir. DNA’ nin iki iplikcigi birbirinden ayrilarak ya da DNA uygun bir restriksiyon
enzimi ile kesilerek DNA’ nin yalnizca bir ucundan isaretlenmesi saglanir. Ikinci adimda
ise DNA molekiilleri dort tiipe ayrilarak A, C, G ya da T niikleotitlerini degistirmek ve
kirmak icin gerekli tepkimeler gergeklestirilir. Reaksiyon i¢in kisitli bir stire verilerek her
tipde farkli pozisyonlardaki hedef niikleotidlerden kirilmis DNA pargalar1 elde edilir.
Sonugta kirilmanin oldugu pozisyona gore hepsi 5°- pozisyonlarindan igaretli ancak boylari
birbirinden farkli bir dizi DNA fragmenti elde edilmis olur. Elde edilen boylar gittikge
kisalan DNA dizileri, jel elektroforezi ile birbirlerinden biiyiikliiklerine gore ayrilir ve

otoradyografi uygulanarak bantlar goriintiilenir (Klug et al., 2000).

Maxam ve Gilbert Yonteminde Kullanilan Kimyasallar

Maxam ve Gilbert yonteminde 6zgiil bazlar ile zincirlerin kirilmasinda kullanilan

kimyasallar asagida verilmistir (Sambrook et al., 1989).

Kimyasal kirilma yonteminde kullanilan kimyasallar.

Ozgiil Baz Baza 6zgiil kimyasal Baz ayirmada kullanilan | Zincir kirmada
kimyasal kullanilan kimyasal

G Dimetil siilfat Piperidin Piperidin

A+G Asit Asit Piperidin

C+T Hidrazin Piperidin Piperidin

C Hidrazin+Baz Piperidin Piperidin

A>C Baz Piperidin Piperidin

Piirinlerin kirilmasinda dimetil stilfat kullanilir. Dimetil siilfat ile N; no’ lu pozisyonundan
metillenen DNA’ ya bazik ortamda piperidin uygulanirsa DNA guanin bazindan kirilir.

Bazik ortam yerine asidik ortam tercih edilirse bu sefer DNA guanin yerine adenin
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bazindan kirilir. Pirimidin bazlarinin kirilmasi ise hidrazin ile yapilir. Hidrazin DNA’ y1
hem sitozin hem de timin bazindan kirar. Bu iki reaksiyonu ayirmak icin ise yiiksek tuz
derisimi (2M NaCl) ve bazik ortam kullanilir. Yiiksek tuz derisimi ile bazik ortamda DNA
sitozin bazindan kirilir. Dort farkli bazi ayirmada kullanilan reaksiyonlardan elde edilen
parcaciklara elektroforez uygulanarak jel lizerinde yan yana vyiiriitiilmeleri saglanir.
Uygulanan elektiriksel alanin etkisi ile DNA parcaciklar: en kisasi en 6nde olmak {izere
yol alirlar. Isaretleme yontemine gore jel iizerinde saptanan parcaciklar kirilma

pozisyonlarina gore okunurlar (Klug et al., 2000).

G>A A>G C T

Kimyasal kirilma yontemi ile yapilan reaksiyonlarin elektroforez sonrasi goriintiisii ve

okuma sonucu; GGGCTG

Sanger-Coulson Zincir Sonlanma Yontemi

DNA dizi analizinde kullanilan diger bir yontem de Fred SANGER ve arkadaglarinin
gelistirdigi yontem olan zincir sonlanma yontemidir (Sanger et al., 1977). Bu yontem
enzimatik DNA sentezine dayanir ve giinlimiiziin en yaygin kullanilan DNA dizi analizi
teknigidir. Bu yontemde dizisi saptanacak olan DNA ipligi yeni sentezlenecek iplik i¢in
kalip olarak kullanilir. DNA sentezini saglamak icin Klenov, Taq DNA polimeraz, ters
transkriptaz ya da sekuenaz enzimlerinden birisi kullanilabilir. Yontemin temeli DNA
polimerazin dNTP’ lerin (deoksiriboniikleozit trifosfat) yanisira deoksiribozun 3’
pozisyonunda OH grubu tasimayan ddNTP’ leri de (dideoksiriboniikleozit trifosfat)
substrat olarak kullanabilmesine dayanir (Sekil 2.2). Sentezlenen DNA’ ya bir ddNTP’ nin
katilmast 3’ pozisyonunda OH grubu olmadigi i¢in sentezi durdurur. Dizi analizi
yapilirken dort ayri reaksiyon karigimi hazirlanir. Her bir karisim kalip DNA zinciri, bir

primer, dNTP’ lerin dordii ve az miktarda ddNTP’ lerden birini igerir. Ozgiil zincir
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sonlanmasi i¢in her bir reaksiyonda farkli bir ddNTP bulunur. Reaksiyonlarin her birinde
cok az miktarda modifiye niikleotit kullanildig i¢in yeni zincir sentezi rastgele sonlanarak

bir dizi DNA fragmenti meydana gelir (Klug et al., 2000).
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(a) dATP (b) ddATP molekiilleri.

Reaksiyonlar sonucu elde edilen DNA pargalarina elektroforez uygulanarak jel lizerinde
yanyana yiritiilir. Uygulanan elektiriksel alanin etkisi ile DNA pargaciklar1 en kisasi en
onde olmak iizere jel iizerinde bir merdiven goriintiisii olusturur. Isaretleme yontemine
gore jel lizerinde, tespit edilen pargaciklar reaksiyon karisimina konulan ddNTP’ nin tipine

gore okunur (Klug et al., 2000).

ddGTP ddATP ddCTP ddTTP

Enzimatik zincir sonlanma yontemi ile yapilan reaksiyonlarin elektroforez sonrasi

goriintiisii ve okuma sonucu; GGGCTG

Sanger-Coulson Zincir Sonlanma Yonteminde Kullamilan Kimyasallar

Primerler
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Sanger-Coulson zincir sonlanma yonteminde istenilen DNA kalibinin ¢ogaltilmasi ve dizi
analizinin yapilabilmesi i¢in 6zgiil oligoniikleotitlere yani primerlere ihtiya¢ vardir. Primer
ciftleri kullanilacak kalip DNA’nin genomik DNA’dan eldesinde, ¢ogaltilmasinda
kullanilir. Ayrica primerler yontemin son asamasi olan sonlanma reaksiyonunda polimeraz
enzimi i¢in uygun 3’ ucu saglar. Her iki reaksiyondaki primer cifti ayni olabilecegi gibi
farkli primerler de kullanilabilir. Gen bolgesinin elde edilmesinde kullanilan primer ¢ifti
dizi analizi yapilacak bolgenin daha disindan segilip dizi analizi reaksiyonunda kullanilan
primer ise bu primerlerin arasinda ve dizinin analizi yapilacak bolgesine daha yakin
olmalidir. Sekanslama reaksiyonunda tek bir primer kullanilir ve bdylece reaksiyon yonii

tayin edilmis olur (Sambrook et al., 1989).

Kalip DNA

Sanger-Coulson zincir sonlanma yonteminde hem ¢ift, hem de tek zincirli DNA
kullanilabilir. Yontemin birinci asamasinda polimeraz zincir reaksiyonu (Polymerase
Chain Reaction, PCR) teknigi ile elde edilen ve ¢ogaltilan DNA parcas1 kalip DNA olarak
adlandirilir. PCR iirlinii kalip DNA, 6nce reaksiyon artiklarindan arindirilmalidir. Bu ¢ok
0zen gosterilmesi gereken bir asamadir. Eger kalip DNA yeterince temizlenemezse bir
sonraki sonlanma reaksiyonuna aktarilacak olan kimyasallar ile primer artiklart

reaksiyonun hassasiyetini bozacaktir (Sambrook et al., 1989).

Enzimler

Sanger-Coulson zincir sonlanma yonteminde bir c¢ok tipde DNA polimeraz enzimi
kullanilabilmektedir. Bu enzimlerin ortak 6zellikleri 6zgiil ve hassas olmalaridir. Asagida

kullanilan enzimlere 6rnekler verilmistir (Sambrook et al., 1989).

E.coli Klenow Fragmenti DNA Polimeraz I

Ik gelistirilen ydéntemde kullanilan bu enzimin iki bilyiik dezavantaji vardir. Birincisi
enzimin kontrolsiiz olarak ¢ogaltma reaksiyonlarini yarida kesmesidir. Ozellikle uzun
okumalarda bu problem iyice belirginlesmektedir. Ikincisi enzimin homopolimerik
bolgeler ile ikincil yapist kuvvetli olan boélgelerde istenilen verimde c¢alismamasidir

(Sambrook et al., 1989).



Ters Transkriptaz
Ters transkriptaz (Reverse transcriptase) enziminin her ne kadar ¢ok yaygin bir kullanim
alan1 olmasa da 6zellikle homopolimerik bolgelerde etkin ¢6ziim verir. Enzim 6zellikle bu

tip bolgelerde Klenow fragmentinden daha etkin ve kullanishdir (Sambrook et al., 1989).

Sekuenaz Enzimleri

Sekuenaz (Sequenases'™) enzimleri T7 bakteriofajin’dan elde edilirler. Enzimin 3’-5°
ekzoniikleaz aktivitesi inhibe edilmistir. Inhibe edilen bu &zelligi sayesinde enzim tek
yonlii ve hizli ¢alisir. Kalip DNA’ nin uzun oldugu deneylerde yiiksek 6zgiil aktivitesi ve

dayaniklilig1 ile tercih edilir (Sambrook et al., 1989).

Taq DNA Polimeraz
Ozelilikle tek zincirli DNA dizisinin saptanmasinda tercih edilir. Sicaga dayanikli oldugu
icin yaygin kullamlan enzim tiridir. Ozellikle 95 °C’ da aktif olmasi nedeni ile

homopolimerik bolgelerde bile ¢ok etkindir (Sambrook et al., 1989).

Elektroforez

DNA molekiilleri fosfat grubu tasidiklari i¢in eksi (-) yiikliidiir ve anoda dogru (+ kutba)
hareket eder. Bu hareket DNA’ nin yapisina ve uzunluguna baghdir. Jel boyunca kisa
DNA fragmentleri daha hizli yol alirken uzunluk arttikga DNA’ nin hiz1 azalir. Her iki dizi
analizi yontemi ile elde edilen farkli uzunluklardaki fragmentlerin birbirlerinden ayrilmasi
ve tanimlanmasinda DNA’nin bu 6zelligi kullanilir. Birbirlerinden farkli sonlanmalara
sahip reaksiyon {irlinleri dort ayri kulvarda s6z konusu jel matrikse yiiklenir. DNA
fragmentleri olusturulacak elektriksel alanda uzunluklarina gore siralanirlar ve DNA dizisi
jelden okunur. Poliakrilamid jeller her iki teknik i¢in de kullanilir ve yiliksek ayirim giiciine
sahiptir. Poliakrilamid jeller uygun siire ve uygun voltajda tek bir niikleotit farkini bile
ayirabilir. DNA dizi analizi reaksiyonu sonucu elde edilen fragmentler jel iizerinde glimiis
boyama, radyoaktif veya floresan boyalarla isaretlenerek tespit edilebilir. Otomatik DNA
cithazlariin gelismesi ile poliakrilamid jellerin yerini polikarbon bilesikleri olan polimerler
almistir. Bu polimerler yogunluklarina gore farkli ayrim giiciine sahiptirler. Kullanilan
polimer otomatik cihazlarda caplart milimetreden kiiciik olan cam kapilerler igine
yiiklenirler. Boylece poliakrilamid jellerde meydana gelen problemler en aza indirilmis

olur (Sambrook et al., 1989).
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Otomatik DNA Dizi Analizi

Insan Genom Projesi gibi biiyiik projeler ¢ok sayida DNA dizi analizi yapilmasini
gerektirmektedir. Artan analiz sayisi, uzun zaman ve ylksek is gilicii gerektirir. Bu
gelismeler sonucunda otomasyon kaginilmaz olmustur. Otomatik DNA dizi analizleri
zaman kazanci yaninda, standart c¢alisma kosullar1 ve elde edilen sonuglarin
degerlendirilmesinde de yarar saglamistir. Otomatik analizde de Sanger’ in enzimatik
DNA sentezine dayanan zincir sonlanma yontemi kullanilmistir. Otomatik DNA dizi analiz
cihazlar basit olarak, sabit bilgisayarda yiklii programlar ile bu programlarin yonettigi
elektroforez sistemini igerir. Elektroforetik iinitelerde bulunan lazer 151tk kaynagi ile
monokromatik bir 151k olusturulur. S6z konusu DNA’ nin bulundugu jelmatriks bu
monokromatik 1s1k ile taranir. Elektroforez siiresince DNA’ ya baglanan floresan boya 151k
ile taranan bolgeye geldiginde uyarilir. Uyarilan boya kendi i¢in karakteristik olan dalga
boyunda 15181 geri yansitir. Yansiyan bu 151tk demeti bir detektor tarafindan kaydedilir.
Kaydedilen veriler bilgisayar programlar1 ile degerlendirilerek sonuglar grafiksel ya da
matematiksel olarak bilgisayar ekranina aktarilir. DNA dizi analizi cihazlarinda 6 bazdan

1000 baza kadar giivenli okuma yapilabilmektedir (Sambrook et al., 1989).

ABI Prism 310 Genetik Analizatori

Kendinden Onceki sistemlerden farkli olarak ABI Prism 310 Genetik Analizatori
poliakrilamid jelmatriks sistemi yerine kapiler sistem i¢ine doldurulan polimer jelmatriks
sistemi igerir. Bu polimer jelmatriks capt nanometre Olciitlerinde olan cam borular
icerisine doldurulur.

Cihaz iki ana parcadan olusur. Birinci kisim veri {nitesidir. Veri {initesi bir bilgisayar
sisteminden ibarettir. Bu bilgisayarda, ikinci kisim ile baglantiyr kuran ve ikinci kismi
kontrol eden programlar yiikliidiir. Ikinci kistm analizin yapildig1 elektroforez kismidir

(Perkin Elmer, 2000).

Kontrol Sistemi
Tipik bir masa {istii bilgisayar sistemidir. Bu sistemde iki ana program yiikliidiir. iki
programdan birinin gorevi elektroforez cihazi ile baglantiy1 kurmak, elektroforez

kosullari1 saglamak ve verileri toplamaktir. ikinci programin gérevi ise toplanan
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verilerinin degerlendirilmesidir. ABI Prism 310 Genetik Analizatériinde “DATA

T™>» T™>»

Collection ™ programi birinci tip bilgisayar programina drnektir. “Sequance Analyse

programi ise cihazin ikinci tip programidir.

Elektroforez Unitesi

Bu kisim hazirlanan 6rnegin yiiklendigi ve elektroroforezin gerceklestigi kisimdir ve iig
tiniteden olusur .

1-Ornek yiikleme iinitesi.

2-Dedektor iinitesi.

3-Jel blok tUnitesi.

Ornek yiikleme iinitesi

Yiikleme iinitesinde 6rnek yiikleme tepsisi ile tepsiden bagimsiz 3 kuyucuk vardir. Bu ii¢
kuyucuktan birincisine iginde yliriitme tamponu bulunan tlip yerlestirilir. Bu ¢ozelti
elektroforez sirasinda uygun akimin olusmasim 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 ¢gubugun yanindadir. Platin ¢ubuk katot gorevi
goriir. Platin ¢ubuktan polimer bloga kadar olan boliim lazer iinitesi harig, 1sitici ile sabit
sicaklikta tutulan bir zemin {izerindedir (1s1 {initesi). Bundan sonra gelen lazer okuyucu
tinitesi 6zel kapakli bir kutucuk igerisindedir (dedektdr {initesi). Bu linite sonunda kapiler,

polimer blok icerisinde sabitlenir.

Jel Blok Unitesi

Jel blok {initesi iizerinde siringa takmak icin uygun bir delik bulunur. Buraya takilan
siringa icinde kapilere doldurulacak olan stok polimer bulunur. Siringa {izerinde 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 Program
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Ornek hazirlandiktan sonra cihazda bulunan drnek tepsisine yerlestirilir ve cihaza baslama
komutu verilir. Baglama komutu ile cihazin gerceklestirdigi islemler su sekilde siralanir
(Perkin-Elmer, 2000).

1-Cihaz baslama komutunu aldiktan sonra kapiler {initesinin sicakligini elektroforez icin
uygun sicaklik olan 50 °C’ ye ¢ikarir.

2-Uygun sicaklik saglandiktan sonra kapilerin platin ¢ubuga bagli serbest ucu Ornek
yiikleme iinitesinde bulunan distile su tiipiine girer. Cihaz polimer blok sonunda bulunan
ve anoda acilan kapagi kapatir. Polimer siringasi lizerinde bulunan piston ile sikistirilir.
Polimer, anot tarafi kapali oldugu i¢in hareket edebilecegi tek yon olan kapiler igine
yayilmaya baglar.

3- Kapiler, polimer ile doldurulduktan sonra serbest kapiler ucu 6rnek tepsisi lizerinde
hareket ederek Ornek igerisine girer.

4-Anot kapagi agilan cihaz tizerinde elektriksel alan yaratilir. Yaratilan elektriksel alanda
tiip igerisinde bulunan DNA pargalar1 kapiler boru icerisine dogru harekete gegerler. DNA
pargalarinin kapilere tasinmasi icin gerekli siirenin dolmasi ile akim kesilir ve serbest
kapiler ucu distile su igerisine doner.

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

6-Kapiler serbest ucu temizleme sonrasi tekrar hareket ederek 6rnek tepsisi ilizerinde
bulunan yiiriitme ¢dzeltisi igerisine girer. Burasi kapiler serbest ucu i¢in son noktadir.
7-Anot kapag1 acildiktan sonra cihaz {izerine tekrar akim verilir. Ornek tepsisi iizerinde
bulunan yiiriitme ¢6zeltisi ile polimer blok sonunda bulunan yiiriitme ¢ozeltisi arasinda
14000 V’ ye varan bir gerilim olusur. DNA parcalar1 kapiler serbest ucundan kapiler
boyunca, polimer bloga dogru harekete gecerler. Bu yiiriitme sirasinda lazer iinitesi
icerisinden gegerler ve yaydiklar1 floresan 11k ile tespit edilirler. Elektroforez

sonlandiginda cihaz yeni deney i¢in islemleri tekrar eder.

ABI Prism Big Dye"™ Terminator Reaksiyon Kiti

“ABI Prism Big Dye"™* terminator reaksiyon kiti i¢erisinde AmpliTaq DNA polimeraz
igeren bir PCR kitidir. Kullanilan polimeraz enzimi Thermus aquaticus® dan elde edilir. Bu
enzimin 5°-3’ niikleaz aktivitesi ile fosfataz aktivitesi inhibe edilmistir. Kiti diger kitlerden
ayiran Ozellikler asagida siralanmistir (PE Applied Biosystems, 1998).

1-PCR asamasinda pipetlenecek tek bir karigim vardir. Bu karigima primer ve DNA

eklenir. Dolayist ile kigisel hatalar en az seviyededir.
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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 ihtiyag¢ vardir.

5-Daha ¢ok tekrarlanabilir sonug verir.

“ABI Prism Big Dye™ terminator reaksiyon kiti icerisinde bulunan karisim igerisinde
PCR i¢in gerekli tiim kimyasallar yaninda her bir bazin esit miktarda ddNTP’ leri de
bulunur. 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 °C arasinda saklanir.
Kit tiim kalip DNA’ lar icin ortak bir PCR protokolii icerir ve PCR siiresi ortalama 2,5
saattir (PE Applied Biosystems, 1998).

“ABI Prism Big Dye™ terminatr reaksiyon kitinde ddNTP” lerin isaretlendikleri 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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