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OZET : Sanger ve Maxam-Gilbert dizileme metotlar1 birinci nesil dizileme olarak ifade edilmektedir. Zincir
sonlandirma yaklagimi ile dizileme yaygin olarak kullanilmis ve insan genomunun ilk projesi bu yontem ile
tamamlanmustir. Ancak metodun hiz, kolaylik ve maliyet agilarindan sinirlamalart bulunmaktadir. Yeni nesil dizileme
yaklagimlart ¢cok sayida paralel analiz, yliksek verimlilik ve diisiik maliyetler agisindan 6nem tagimaktadir. Bu
derlemede, yeni nesil dizileme islemleri icin gerekli olan yeterli miktarda 1simay1 saglayacak kalip DNA
amplifikasyonunun yapildigi Emiilsiyon PCR yaklagimi agiklanmistir. Ayrica yeni nesil dizileme yaklagimlari;
pirodizileme, doniistliriilebilir terminator dizileme, ligasyon yaklasimli dizileme, nanopor dizileme ve yar iletken
dizileme yaklasimlarinin biyokimyasal temelleri agiklanmaistir.

Anahtar kelimeler: emiilsiyon PCR, pirodizileme, doniistiiriilebilir terminator dizileme, ligasyon dizileme, nanopor
dizileme, yar1 iletken dizileme

Biochemical Basis of New Generation Nucleotide Sequencing Methods

ABSTRACT : Sanger and Maxam-Gilbert sequencing methods are pronounced as the first generation sequencing.
Chain termination sequencing approach is widely used and the first human genome project was completed by this
method. However, this method has certain limitations especially in terms of speed, ease of use and cost. New
generation sequencing approaches are important thanks to their capacity to work with many parallels, high efficiency
and low cost. In this review, emulsion PCR approach, which is required for the amplification of template DNA so that
it can produce sufficient amount of emission on the next generation sequencing, is described. Moreover, biochemical
basis of the new generation sequencing approaches; pyro sequencing, reversible terminator sequencing, ligation
sequencing, nanopore sequencing and semiconductor sequencing, are also described.
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GIRIS

DNA dizileme biyolojik bilimlerin 6nemli bir ¢alisma
alanidir. Zincir sonlandirarak DNA dizileme yaklagimi
(Sanger ve ark., 1977) ve polimeraz zincir reaksiyonu
(PCR) (Mullis ve ark., 1983) bir¢ok molekiiler biyoloji
alanda ¢ok yaygin olarak kullanilmaktadir. insan genom
projesinin tamamlanmasi ile genetik farkliliklar fenotip
ile iliskilendirmis ve genom g¢aligmalarina referans tegkil
etmistir. Birinci nesil niikleotid dizileme metotlar: 1977
yilinda tanimlanan enzimatik dideoksi teknigi (Sanger ve
ark., 1977) ve Maxam ve Gilbert tarafindan tanimlanan
kimyasal degredasyon yontemleridir (Maxam ve Gilbert,
1977). Bu metotlar DNA dizilemeyi otomatik
yapabilecek sekilde gelistirmigler (Smith ve ark., 1986,
Ansorge ve ark., 1987) ve Biosytem ve Pharmacia-
Amersham, daha sonra General Electric (GE) Healthcare
olarak ticarilesmistir. Sanger yontemi, otomatize olarak
ilk defa floresan EMBL teknigi ile genom boélgesinin
dizilenmesinde kullanilmistir (Edwards ve ark., 1990).
ABI ve Amersham firmalari paralel analiz ile 384 6rnegi
dizileyebilecek kapillar sistemi ticarilestirmistir. Robotik
numune hazirlama tniteleri ile Sanger teknigi kullani-
larak insan genomunun dizilenmesine imkan vermistir.

Insan Genom Projesinin basarih  bir sekilde
tamamlanmasinda kullanilan Sanger dizileme metodu bu
Ozelligi ile DNA dizilemenin merkezinde bulundu-
gundan dolay1 yeni gelisecek teknolojilerin konvansi-
yonel metotlara oranla kabul gérmesi kolay olmamistir
(Ansorge, 2009). Ancak ideal DNA dizileme teknolojisi
hizli, dogru, kolay kullanilabilir ve ucuz olmalidir. Bu
acilardan bakildiginda, Sanger metodunun hiz, kolaylik
ve maliyet acilarindan sinirlamalart bulunmaktadir.
Ikinci nesil dizileme teknolojileri ¢ok sayida paralel
analiz, yiiksek verimlilik diisiik maliyet agisindan Sanger
metodunun sinirlamalarimi gidermektedir. Yiiksek ver-
imli yeni nesil DNA dizileme teknikleri biyolojik bilim-
lerde hizli, giivenilir ve kullanim kolaylig1 saglayan
firsatlar agmaktadir. Yeni nesil dizileme metotlar kulla-
night ve pratik olmalarinin yaninda veri analizleri ve
genomlarin anlagilmasindaki biyolojik agiklamalari hala
siirlidir. Yeni nesil DNA dizileme yaklasimi gelistiren
calisma gruplar1 ve bu teknigin laboratuvar kullanicilari,
Sanger dizileme tekniginin floresan olarak isaretlenmis
niikleotidlerin  kullanilmasi, uzunluklar1 birbirinden
sadece bir niikleotid farkli DNA fragmentlerinin ayril-
masinda agaroz jel yada polimerin gerekliligi, nispeten
diistik sayida o6rnek analiz edilebilirligi, numune hazir-
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lama zorluklar1 ve otomasyondaki simirlamalarin neler
oldugunu bilmektedirler. Bu sinirlamalarin giderilmesi
cabalar1 jel kullanilmayan ve niikleotid dizilemenin
eszamanli yapilabildigi yeni nesil dizileme tekniklerin
gelisimini baglatmustir.

Yeni nesil DNA dizileme teknikleri hiz ve verimlilik
saglamaktadir. Sanger dizileme teknigi ile genom
dizileme projeleri uzun zaman alir iken giiniimiiz dizi-
leme yaklagimlar1 ile kisa siirede (bir hafta) tamam-
lanabilmektedir. Yeni nesil dizileme yaklasimlarina
biyokimyasal reaksiyonlar agisindan bakildiginda,
Sanger dizilemeden farkli biyokimyasal temelleri bulun-
maktadir. Ikinci nesil dizileme teknolojisinin biyo-
kimyasal yaklasimi1 DNA dizilerini sentez ile dizileme ve
ligasyon ile dizileme yaklagimlarini icermektedir (Fuller
ve ark., 2009, Liu ve ark., 2012). Yiiksek maliyeti nedeni
ile yeni tilirlerin genom dizilemelerinde ve de novo
dizilemelerde simirlamalar1 bulunmaktadir. Ikinci nesil
dizileme teknolojileri hizli, yiiksek verimlilik ve diigiik
maliyet Ozellikleri ile molekiiler uygulamalarda yer
almigtir. Ancak ikinci nesil dizilemeler PCR amplifi-
kasyonuna dayali olduklarindan dolay1 dizilemede yanlis
okumalar teknolojinin ana problemini olusturmaktadir.
Ikinci nesil dizilemenin artan kullanimi ve yeni modi-
fikasyonlarina ragmen {iglincii nesil dizileme yeni bir
yaklasim getirmektedir. Uciincii nesil dizilemenin iki
temel Ozelligi bulunmakta; i- dizilemeden once PCR
islemi gerekliligini ortadan kaldirarak dizileme kisa
zamanda yapilmasi, ii- sinyallerin (elektrik akimi) es
zamanl olarak algilanmasidir. Bu derleme ¢aligmasinda
yeni nesil dizileme metotlarinin biyokimyasal temelleri
ve gelisim siiregleri detayli olarak agiklanmustir.

Emiilsiyon PCR
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Niikleotid dizilenmesinin floresan 1simaya bagl
olarak belirlendigi dizileme yaklagimlarinda en kritik
islem yeterli miktarda 1g1may1 saglayacak belirli miktarda
kalip DNA’nin elde edilmesidir. Zincire eklenen her bir
yeni niikleotidin giivenilir olarak belirlenebilmesi i¢in
yeterli amplifikasyon ve 151k sinyal yogunluguna sahip
olmas1 gerekmektedir. Ikinci nesil dizileme yaklagim-
larinda DNA amplifikasyonu emiilsiyon PCR yaklasimi
ile yapilmaktadir. Emiilsiyon PCR amplifikasyonu ile
dizisi yapilacak DNA fragmentlerinin her iki ucuna
adaptor diziler ligasyon ile eklenerek denatiirasyon
asamasindan sonra ligasyon uglarmin biri solid destege
baglanmaktadir. Adaptér dizilerin DNA fragmentine
eklenmesi farkli yaklasimlar ile gerceklestirilmektedir
(Sekil 1,2, 3, 4).

Emiilsiyon PCR karigimi, amplifikasyon biyokimya-
sallarini icermekte ve solid yiizeye baglanmis adaptorler
sonraki PCR islemleri i¢in primer olarak gorev
almaktadir. Birkag PCR dongiisiinden sonra, rastgele
cogaltilmis tek zincir DNA fragmentinin yaklagik 100
kopyasi lam yiizeyinde olusturulacaktir. Solid destek
linitesi adaptor diziler ve adaptoriin tamamlayici dizileri
ile kaplanmistir. PCR reaksiyonuna dogru sitokiyometrik
miktarda DNA eklenmesi ve klonal olarak amplifiye
edilmis DNA molekiillerinin her bir bilyecige paylas-
tirtlmas1 6nemlidir. Her bir tek zincir fragmenti, bir
ucundan solid yiizeye sabitlenmekte, diger serbest
adaptor uca karsilik gelecek dizi zincirlere hibridize
olarak “koprii” yapist olusturacaktir. Dolayist ile dizile-
mede adaptor dizileri igeren tek zincir DNA veya PCR
amplifikasyonunun olusturulmasi gerekmektedir. Daha
sonra adaptor diziler eklenmis DNA Kiitiiphanesi, PCR
reaktifleri ve adaptor dizilere baglanabilen bilyecikler su
ve yag karigimi ile emiilsifiye edilerek PCR islemi
yapilmaktadir.

DNA

fragmentlerinin
> bilyeciklere

baglanmasi

Oligo komplemeti
baglanmis DNA
fragmentleri

Sekil 1. Shendure ve Ji, (2008)’den uyarlannmig emiilsiyon PCR amplifikasyonu. Adaptér diziler (yesil ve mavi) kalip
DNA’ya ligasyon ile veya PCR baslangicindaki bir adim ile eklenmis ve adaptor dizilerin yardimi ile yonetilebilen
DNA fragmenti olusturulmustur. Fragmente eklenmis adaptdr diziler, bilyeciklere kovalent olarak baglanmis
oligoniikleotidlerin karsiligi oldugu i¢in fragmentler hibridize olarak bilyelere baglanmaktadir. Kalip DNA
fragmentinin ve bilyeciklerin en az bir tanesinin birbirine baglanmasini saglamak igin dikkatlice ve homojen olarak
karigtirllmalidir. Sonra bilyecikler su ve yag karisiminda emiilsifiye edilerek herbir bilyecik/kalip DNA kombinasyonu
i¢in PCR mikroreaktdrleri olusturmaktadir. Emiilsiyon PCR esnasinda, bilyeciklerin ylizeyi kalip DNA kopyast ile
kaplanmakta ve takiben bilyecikler array iizerine birakilir ve bireysel olarak amplifiye edilmis kalip DNA’lar ayr1 ayri

dizilenmektedir.
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Sekil 2. Shendure ve Ji, (2008)’den uyarlanmis DNA nanotoplar1 kullamlarak Emiilsiyon PCR amplifikasyon
yaklagimi. Genomik DNA fragmentlerine adaptor oligoniikleotidler ligasyon ile eklenmis ve iki ugtaki adaptdrlerin
ligasyon iglemi ile fragmentler halka seklinde birlestirilmistir. Halkasal DNA fragmenti kesme enzimleri ile kesilerek,
yeni (P2) adaptor diziler kalip DNA zincirinin igerisine gémiilmektedir. Ligasyon islemi bagka (p3 ve P4) adaptor
oligoniikleotidler iginde tekrarlanarak dort farkli oligoniikleotid adaptorii igeren halkasal fragmentler
olusturulmaktadir. DNA polimeraz enzimi ¢oklu adaptorii igeren kalip DNA’y1 (DNA nanoball) ¢ogaltmakta ve nano
toplar array lizerine birakilarak ve bireysel olarak amplifiye edilmis kalip DNA’lar ayr1 ayri dizilenmektedir.
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Sekil 3. izotermal kdprii amplifikasyonu. Kalip DNA fragmentleri adaptér oligoniikleotid dizilere baglandiktan sonra
(turuncu ve kirmizi) denatiire edilerek tek zincir DNA olusturulmaktadir. Akis hiicrelerinin yiizeyine kovalent olarak
tutturulan yakalayici oligoniikleotidler sayesinde kalip DNA’ya eklenen adaptor oligoniikleotidler vasitasi ile
yakalayacaktir. Yakalayici oligoniikleotidler primer olarak kullanilarak kalip DNA kopyalanmakta ve daha sonra
tekrar denatiire edilmektedir. Yeni sentezlenen DNA zinciri, yakalayic1 oligoniikleotide dogru biikiilerek hibridize
olmakta ve koprii yapisini olugturmaktadir. Yakalayici oligoniikleotid, primer gorevi yaparak DNA zincirini tekrar
cogaltacaktir. Shendure ve Ji, (2008)’den uyarlanmustir).
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Sekil 4. Shendure ve Ji, (2008)’den uyarlanan akis hiicresinin yiizeyinde ¢oklu klonal gruplarmn olusturulmasi.

Pirodizileme (Pyrosequencing)
Biyokimyasal Temeli

Pirodizileme (Pyrosequencing) DNA zincirindeki
niikleotid sirasini, DNA polimeraz enzimi tarafindan
sentezlenen yeni DNA zincirine niikleotid eklenmesi
asamasinda belirleyen niikleotid dizileme yaklagimidir.
Teknik, isaretlenmis primer, isaretlenmis niikleotid
(ddNTP) ile uzayan DNA zincirin sonlanmasi ve jel
elektroforez kullanmadan dizileme yapmaktadir. Teknik
kullanilarak tek niikleotid polimorfizm analizi ve genom
dizileme (Margulies ve ark., 2005) c¢alismalar1 yapil-
mustir. Ronaghi ve ark., (1996) pirodizileme tekniginin
biyokimyasal teorisini agiklamiglardir. Bu metot ile
niikleotid dizi belirlenmesi, DNA polimeraz enzim
aktivitesi ile kalip DNA zincirine uygun eklenen her bir
niikleotidin yeni enzimatik reaksiyonlar1 baglatmasi ve
diger kemoliimiinans enzimlerle olusturulan Slgiilebilir
floresan 1simanin belirlenmesi esasina dayanmaktadir.
Pirodizileme, niikleotid dizilemeyi DNA polimeraz

Teknigi ve

aktivitesine es zamanli olarak belirlemektedir.
Pirodizileme teknigi sematik olarak Sekil 5’de
gosterilmistir.

Kalip tek zincir DNA (ssDNA) dizileme primeri ile
hibridize edildiginde adenozin 5' fosfosiilfat (APS) ve
liisiferin substratlar;; DNA polimeraz, ATP siilfirilaz,
lisiferaz ve apiraz ile inkiibe edilmektedir (Sekil 5).
Pirodizileme reaksiyonlar1 (R1-4) APS ve PPi’nin ATP
stilfirilaz enzimi ile olusan ATP’nin serbest liisiferaz
sistemi belirlenmesi temeline dayanmaktadir. Kalip
DNA zinciri sabit ancak A, G, C ve T niikleotidlerinin
her biri sira ile 3’ uca dongiisel olarak eklenir. Reaksiyon
sonunda kalan veya 3' uca eklenmeyen her bir niikleotid
eklenme asamasindan sonra reaksiyondan apiraz

aktivitesi ile uzaklastirtlir ve bir sonraki niikleotid
ekleme agsamasina gegilir.

Biyokimyasal 1s1ma, kalip DNA’nin heniiz esles-
memis niikleotidine karsi baglanan niikleotid 3' uca
eklendikten sonra gergeklesen biyokimyasal reaksiyonlar
ile 1s1maya neden olmaktadir. Niikleotid eklenmesi
olmadigi zaman reaksiyonlar baslamaz ve 1s1ma
gerceklesmez. DNA zinciri sentezinde, dNTP uzayan
DNA zincirinin 3' ucuna eklenmekte ve iki fosfat (PPi)
pirofosfat formda agiga ¢ikmaktadir (R1). PPi ve
adenozin 5' fosfosiilfat (APS) ATP siilfirilaz1 kullanarak
ATP’ye donistiiriilecektir (R2).

ATP lisiferaz enzimi, lisiferin ve ATP’yi substrat
olarak kullanarak liisiferini oksiliisiferine doniistiirmekte
ve goriinebilir 151k yaymakta (R3) ve bu reaksiyon 0.2 s
gibi kisa bir siirede gerg¢eklesmekte ve i1gima kamera
tarafindan algilanmaktadir. ATP siilfirilaz  enzimi
(ATP:sulfate adenylyltransferase, EC 2.7.7.4) metabo-
lizmada inorganik siilfatin (SO?%4) baslangig reaksi-
yonunu katalize etmektedir. ATP siilfirilaz DNA poli-
meraz enziminin aktivitesinin izlenmesinde ve DNA
dizilemede kullanilmaktadir. Enzim, Saccharomyces
cerevisiae, Penicillium chrysogenum, fare karacigeri,
1spanak ve kabaktan saflagtirilabilmektedir. Ayrica
biyoteknolojik olarak ATP siilfirilaz geni prokaryot-
lardan, 0karyotlardan, bitkilerden ve hayvanlardan klon-
lanarak iretilmistir. Dizileme reaksiyonlarinda, yiiksek
konsantrasyondaki ATP siilfirilaz kullanilmasi yanlis
1simanin  kaynagi olabilecegi ancak bu yanlis 151ma,
disiik konsantrasyonda ATP siilfiirilaz kullanilarak
optimize edilmistir (Karamohamed ve Nyren, 1999).

DNA polimeraz enziminin uzayan zincirin 3' ucuna
niikleotid eklemesi (0.5 s), floresan 1s1ma reaksiyonu ve
algilanmast 3s’de tamamlanmaktadir. Yayilan 151k
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miktar1 yeni sentezlenen DNA zincirine eklenen ayni
(GGGG gibi) niikleotid sayist ile iliskilidir.
Niikleotidlerden bir tanesinin arka arkaya birden fazla
bulunmasi durumunda yayilan 151k siddeti kat olarak
artmaktadir. Reaksiyon tamamlandiktan sonra apiraz
kalan dNTP’leri diger niikleotid eklenme adimina
gecmeden Once elemine ederek (R4) yeni niikleotid icin
reaksiyon baslamakta ve niikleotid kalintilarinin sonraki
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diismekte ve apiraz enzimi bu kontaminasyonlari elemine
etmektedir.

Niikleotid eklenme araliklarinda yikama yerine
niikleotidleri elemine eden apiraz enzimi manyetik
bilyeciklere sabitlenerek  kullanilabilir. ~ Manyetik
bilyeciklere sabitlenmis apiraz, yikama reaksiyonundan
sonra miknatis kullanilarak kolayca reaksiyondan
uzaklagtirilabilir (Nyren, 1994). Ancak apiraz’in herbir

niikkleotid yaydigi 1s1tk  miktarini  dogru olarak  niikleotidi esit oranda elemine etmesi igin ATP’nin
belirlemesini saglamaktadir. Reaksiyonda niikleotid reaksiyonda korunmasi 6nemlidir.
kontaminasyonuna bagli olarak sinyal yogunlugu

(DNA), + dNTp  ONAPONMEIaZ N p) 4 PRI oo (R1)

PPi + APS ATP SHIAAIZ TP +80% oo (R2)

fg: * lsiferin - Lisiferin = o 4 ppi ¢ oksiliisiferin + COp +hV ~.o.ooovoooo . (R3)
ATPvedNTP _APiraz s AMP Ve NMP +4Pi .....ooooiiiiieieiiiee (R4)

37 CGACGGTATAGATGAAGTCTCGGTTCGAACCCCTA £ /- -@
L [N S R R
57 GCTGCCATATCTACTTCAGA_Gf\\ . \\\:\ oo N
. . ‘t \\\ \\ \\ \\:\\s \\\s\ \\\\\ \\\\\\
Polimerizasyon NN N NN N N
I \\\ \\\ \\ \\\\\\\ \\\ \\\\\ \\\\\\
I \ < . AN S S S e
LT LT B T SR S
-
PPI+APS Tekrar'Déngﬁ f"

ATP Silfurilaz

N
ATP + Lusiferin

y

Lisiferaz

<&

Yikama

(apiraz)

Sekil 5. Ronaghi ve ark., (1996)’den uyarlanan pirodizilemenin sematik gosterimi. Dizileme primeri 3' ucuna sirasi
ile A, G, C ve T niikleotidleri dongiisel olarak eklenmekte ve her yeni niikleotid eklemesi asamasindan sonra apiraz
ile kalintilar yikanmaktadir. 1. Dongiide A niikleotidi eklendiginde 1s1ma gergeklesmemekte ve dizilenecek
niikleotidin T olmadig1 belirlenmektedir. G eklendiginde 1simanin oldugu ve dizilenen DNA zincirinin ilk
niikleotidinin C oldugu belirlenecektir. C eklendiginde 1s1manin, G eklendiginde belirlenen 1gimasinin iki kat1 oldugu
ve bu kalip DNA’da iki G niikleotidinin pes pese siralandigini gostermektedir. T eklendiginde 1s1ma olmamaktadir. 1.
Dongii sonunda CGG dizisi belirlenebilmektedir. 2., 3. ve 4. dongiide A, G, C ve T niikleotidleri sira ile diziye
eklenecek ve 1s1ma miktarina gore dizinin diger kisimlar1 belirlenecektir.

Pirodizileme Tekniginin Iyilestirilmesine Yonelik DNA zincirini belirleyebilmistir. ~ Teknik igin bir
Modifikasyonlar siirlama olan bu durum teknigin gelistirilmesi ¢aligma-
Pirodizileme metodu Ronaghi ve ark., (1996) lariile genom dizilemesi yapabilecek (Margulies ve ark.,
tarafindan yayinlandiginda sadece 15 bg¢ uzunlukta bir  2005) seviyeye gelistirilmistir. Pirodizilemede sinyal ve
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floresan giiriiltiisiiniin  birbirinden ayrilabilmesi ig¢in
dATP yerine dATPaS kullanilmigtir (Ronaghi ve ark.,
1996). dATP liisiferaz i¢in substrat olarak kullanilmakta
ve yanlig sinyal vermektedir. Gharizadeh ve ark., (2002)
saf 2'-deoxyadenosine-5'-O'-(1-thiotriphosphate) Sp-
izomer kullanmis ve iki kat daha uzun niikleotid zincirini
okuyabilmistir. Ayrica Sp-iziomeri daha diisiik konsan-
trasyonda niikleotid kullanim1 ve coklu T bdlgelerinin
okumast ve daha etkin DNA polimeraz aktivitesi
saglanmustir.

Modifiye edilmis niikleotidler apiraz aktivitesini
olumsuz etkilemekte 6zellikle uzun zincir okumalarinda
apiraz inhibe olmaktadir. Alternatif niikleotid 7-deaza-2'-
deoxyadenosine-5'-triphosphate  DNA  polimerazin
niikleotid dizilemesine ve apiraz aktivitesine birgcok
niikleotid eklenmesinden sonra olumlu etki yapmistir
(Eriksson ve ark., 2004b). Yontem bir dizi enzim
reaksiyonlarina bagli olarak ¢aligmakta dolayisi ile her
bir enzimin se¢imi ve konsantrasyonu dizileme reaksiyo-
nunun performansi igin kritik Oneme sahiptir. Piro-
dizilemede 3'—5' ekzoniikleaz aktivitesi olmayan DNA
polimeraz I (Klenow fragment) kullanilmaktadir. Ekzo-
nikkleaz olmayan T7 DNA polimeraz (Sequqnase
polymeraz) (Gharizadeh ve ark., 2004) tarafindan kulla-
nilmistir. Klenow fragment DNA polimeraz ile karsilas-
tirlldiginda; Sequenase DNA polimeraz ile primer dimer
etkisi azaltilabilmis, yanlis okumaya sebep olan diigiim
yapilar elemine edilmis, bes Timin bazi i¢ceren homo-
polimerik bolgeler ve daha uzun zincirler okunabilmistir.
Sequenase ayrica 7-deaza-2'-deoksiadenosine-5'-tri-
posfat ile birlestirilmistir (Eriksson ve ark., 2004b).

Tek zincir baglanma proteinlerini birgok organizma
DNA replikasyonunda DNA sentezini artirmak igin
kullanmaktadir. Tek zincir baglanma proteinlerini kalip
DNA’ya primer baglanmasindan sonra ancak piro-
dizileme reaksiyonundan 6nce eklenmis ve dizileme
kalitesini iyilestirmistir (Ronaghi, 2000). Bu proteinlerin
reaksiyona eklenmesi ile 30 niikleotitden daha fazla
niikleotidin dizilenmesini saglamigtir. Bu dizileme iyiles-
tirmesi; enzimlerin  etkinliginin  artmasi, yanlis
eslenmelerin engellenmesi, reaksiyon esnasinda sinyal
yogunlugunun artirtlmasi, dizilemenin dogrulugunun
artirilmasi ve daha uzun zincirin dizilenebilmesi avantaj-
larini saglamistir.

Dizileme reaksiyon sicakliginin optimizasyonu;
lusiferaz’in sicaklik hassasiyetinden dolay1 arastiril-
mamigtir. Glisin betanin ile 1s1yan liisiferaz stabilize
edilerek dizileme islemi yaklagik 10 °C artirilmis ve 37
°C’ye ¢ikarilmigtir (Eriksson ve ark., 2003, Eriksson ve
ark., 2004a). Sicaklik yikseltilmesi ile enzimlerin
aktiviteleri iki katina ¢ikmis ve dizileme iyilestirilmistir.
Apiraz, pirofosfat ve blok oligoniikleotidlerin kombinas-
yonu ile kalip DNA bir adimda olusturulup dizileme
yapilabilmektedir (Nordstrom ve ark., 2002). Piro-
dizileme diger onemli gelismesi, teknikte ¢oklu oligo-
niikleotidlerin  kullanilmasidir (Gharizadeh ve ark.,
2003a, Gharizadeh ve ark., 2003b, Gharizadeh ve ark.,
2005). Bu modifikasyon ile dizilemeye iki veya daha
fazla primerin kullanilmasi eklenmistir. Oligo-niikleo-
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tidler kalip DNA zincirine hibridize olmakta ve DNA
dizileme reaksiyonlar1 igin primer gorevi yapmaktadirlar.
Yeni yaklasim farkli genotipler icin uygun ve spesifik
olmayan amplifikasyonlar olusturmaktadir. Yeni
yaklagim yiiksek ve diisiik miktar DNA’larin dizilene-
bilecegini gbstermistir.

Piro-dizilemenin biyokimyasal yaklasgimi 2005
yilinda 454 life science tarafindan gelistirilerek oto-
matize edilmistir. Bu sistem DNA fragmentlerini, 6zel
bilyeciklere baglayacak adaptdr oligoniikleotidlere
ligasyon ile baglamistir. Bir sonraki adimda DNA
polimeraz enzimi ve primerler bilyeciklere eklen-mekte
ve ¢ipler iizerinde bulunan bilyeciklere, etiketlen-memis
niikleotidler sira ile eklenmekte ve komplement DNA
zinciri sentezi baglamaktadir. Bir sonraki niikleotidin
uzayan zincire DNA polimeraz ile eklenmesi ile agiga
¢ikan pirofosfat yayilan 1sik ile algilanmaktadir. Her bir
adimda eklenen niikleotidin hangisi oldugu bilinmekte
isimanin varligt bir sonraki niikleotidin uzayan DNA
zincirine eklendigini gostermektedir. Yontem niikleotid
okuma uzunlugunu 400-500 b¢ kadar c¢ikarmustir ve

bakteri, hayvan ve insan genomu dizile-meye
uygulanabilmektedir.
Doniistiiriilebilir Terminator Niikleotid

Kullanarak Dizileme

Déoniistiiriilebilen terminasyon dizileme teknoloji-
sinin biyokimyasal temeli Li ve ark., (2003) tarafindan
aciklanmigtir. Sanger metodunda kullanilan modifiye
niikleotidler (ddNTP) 3' doniigiimsiizdiir ve primer
uzamasini reaksiyonda kalic1 olarak sonlandirmaktadir
(Sekil 61). Ancak doniistiiriilebilir terminator niikleo-
tidler primer uzamasini sadece belli bir siire igin
sonlandirabilmektedir. Primer uzamasini anlik bloke
edebilen sonlandiricilar temelde iki farkli grupta
incelenebilir (Litosh ve ark., 2011). Bunlar 3'-O-bloke
edilmis dondstiiriilebilir sonlandiricilar (Sekil 6-ii) ve 3'
ucu bloke edilmemis donistiiriilebilir sonlandiricilardir
(Sekil  6-ii). Birinci grup doniistiiriilebilir  dizi
sonlandirict niikleotidler 3' uca bagli OH ucuna oksijen
eklenmesi ve baz grubuna uzaklastirilabilecek floresan
etiket eklenmesi ile olusturulmaktadir (Chen ve ark.,
2010, Hutter ve ark., 2010). Diger grup terminatorlerde
ise 3' bloke edilmemis ve floresan grup baz grubuna
baglanmustir (Sekil 6 iii). Eklenmis floresan grup, haberci
roliiniin yaninda primer uzamasi esnasinda doniistimlii
terminasyon roliiniin bir pargasidir. 3'-bloke edilmis
doniistiirilebilir terminatér daha etkin bir terminasyon
saglar iken 3' ucu bloke edilmemis terminatdre floresan
grup uzaklastirildiktan sonra DNA polimeraz tarafindan
daha kolay niikleotid eklenmesi yapilabilir. 3'-OH bloke
edilmis farkli doniistiiriilebilir terminatdrler tanimlan-
migtir. 3'-OH ucu O-NH; (Chen ve ark., 2010, Hutter ve
ark., 2010), O-ally (Guo ve ark., 2010) ve —O-azido-
methy (Bentley ve ark., 2008) donistiiriilebilir termina-
torler baglanarak farkli terminatorler olusturulmustur.
Doniistiiriilebilir terminatorler, 3'C bloke edilmesinde ve
floresan grubun uzaklastirilmasinda yiiksek oranda
uygulanilabilir oldugu tespit edilmistir.
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Sekil 6. Gardner ve ark., (2012)’dan uyarlanmis doniisttrilebilir niikleotitin sematik gosterimi.

Helicos BioSciences tarafindan gelistirilen 3' ug
bloke edilmemis sanal terminatdr tek molekiil dizilemede
kullanilmig ve gelismekte olan ti¢lincii nesil dizilemede
kullanilabilmistir (Bowers ve ark., 2009). Ayrica 3' ucu
serbest ve UV 1s1k ile floresan grubu uzaklastirilabilecek
Ozellikli niikleotidler gelistirilmisgtir (Wu ve ark., 2007,
Gardner ve ark., 2012).

[llumina platformu tarafindan ikinci nesil dizileme
olarak tanitilan donistiriilebilir dizileme teknolojisi,
doniistiirtilebilen niikleotid kullanilarak sentez yaklasimi
ile dizileme yapmakta ve kalip DNA zincir dizilemesini
adim adim primer uzamasi ile belirlemektedir. Dontis-
tirtilebilir terminasyon dizileme islemi: i- dizilenecek
zincir ve primeri kati destek iinitesine tutturulmasi ve
dizileme primerinin hibridizasyonu, ii-primer uzama-
siin bir niikleotid eklendikten (primer + 1) sonra dur-

masl, iii- baglanmayan niikleotidler yikandiktan sonra +1
olarak eklenen niikleotide bagli floresan grubun algi-
lanmasi, iv- +1 niikleotidine bagli floresan baz ve 3' bagli
blok gruplarin uzaklastirilmasi, v-yikama isleminin tek-
rarlanmast ve yukaridaki ii-iv agsamalarinin tekrar edil-
mesi iglemini kapsamaktadir (Sekil 7).

Doniistiiriilebilir ~ terminatér ~ dizileme  primeri
tasarlandiktan sonra DNA polimeraz enziminin doniis-
tiiriilebilir niikleotidleri yiiksek etkinlik ve dogrulukta
yeni sentezlenen zincire eklemesi gerekmektedir. Uygun
DNA polimeraz enzimleri genellikle primere niikleotid
ekleme potansiyellerine gore degerlendirilmektedir
(Chen ve ark, 2010, Hutter ve ark., 2010).
Doniistiiriilebilir olarak sonlandirilmig niikleotidler ile
uyumlu caligabilen ticari DNA polimeraz enzimleri
bildirilmistir (Guo ve ark., 2008, Hutter ve ark., 2010).
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Sekil 7. Donistiiriilebilir niikleotid ile dizileme yaklagimimin sematik gosterimi. Guo ve ark., (2008)’den

uyarlanmistir.

Déoniistiiriilebilir Terminator Dizileme
Yaklasimini Kullanan Dizileme Platformlar

Dontistiiriilebilir niikleotidler avantajlaridan dolayzi,
doniistiirtilebilir sonlandirilmig dizileme teknolojisi yeni
nesil dizileme platformlari tarafindan ilgi gérmiis ve bu
teknoloji Helicos dizileme Illumunia/Soloxa tarafindan
gelistirilmigtir (Shendure ve Ji, 2008, Metzker, 2010).
Floresan etiketleri kullanarak duyarli, yiiksek dogrulukta
ve ¢ok az miktarda 6rnek kullanarak yapmaktadir. Ayrica
dontstiiriilebilir terminasyon kullanimi pirodizileme ile
zor olan homopolimerik bolgelerin tanimlanmasim
yapabilmektedir (Bentley, 2006; Fields, 2007). Solexa
dizileme 2006 yilinda ticarilesmis ve 2007 yilinin
baglarinda Illumina tarafindan satin alinmigtir. Her biri
farkli floresan boya ile isaretlenmis ve doniistiiriilebilen
dort yeni terminatdr niikleotid 6zel DNA polimeraz ile
kalip zincire uygun dizilenmektedir.

DNA dizileme reaksiyonu ve DNA sentezi
reaksiyonu karigimi (primerler, herbiri farkli floresan

boyalarla isaretlenmis dort doniistiiriilebilir terminator
niikleotid ve DNA polimeraz) lam yiizeyine eklen-
mektedir. Kalip DNA zincirine goére sentezlendikten
sonra, terminatdr niikleotidin destek ylizeydeki yeri
belirlenebilir ve floresan boya sayesinde niikleotid CCD
kamera ile belirlenebilir. Zincirin 3’ ucunda bulunan
terminatdr niikleotidden floresan grup uzaklastirildiktan
sonra sentez dongiisii tamamlanmaktadir. Dizi okuma
uzunlugu yaklasik 35 nikleotid uzunluga kadar
uzatilmistir. En az 40 milyon poloninin niikleotid
dizilenmesi ¢ok yiiksek dizi verimliliginde ayni anda
belirlenmektedir. 2008 yilinda Illumina bir iist model
Genome Analizor II’yi gelistirmis ve bu model onceki
modele gore li¢ kat daha fazla ¢ikt1 iiretmektedir. Sistem
her bir caligmasinda en az 1.5Gb single-read data,
eslenmis ucta 3 Gb data iiretmektedir. 36 dongiilii bir
reaksiyonun kosma siiresi tek okuma igin 2 giline
diistiriilmiis ve eslestirilmis u¢ okumasi i¢in 4 glin zaman
almaktadir.
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Ligasyon Yaklasimi ile Dizileme

Ligasyon ile niikleotid dizileme yaklasimi, 1. ve 2.
niikleotidleri bilinen, dort farkli 1s1ma yapabilen 16 farkl
probun (Sekil 8) kalip DNA zinciri lizerine 1. ve 2.
niikleotidler esas alinarak hibridize olmalar1 ve problarin
ligasyon ile birbirine baglanmasi temeline dayan-
maktadir. Problar sekiz niikleotid uzunlukta (oktomer), 1.
ve 2. niikleotidleri probu tamimlayacak nitelikte ve 5' uca
floresan molekiil eklenmistir. Ligasyon dizilemede ilk
adim, dizilemeyi baslatacak primeri adaptdre baglanmis
DNA fragmentine hibridize edilmesidir. Dizilemede
birbirinin dizi olarak aymi ancak uzunluklar1 asamali
olarak bir niikleotid daha kisa (n, n-1, n-2, n-3 ve n-4)
olan dort primer kullanilir ve konsensiis niikleotid dizisi
bu primerlerin her biri ile belirlenmis oriintii niikleotid
dizi sonuglar1 birlestirilerek gerceklestirilir. Ikinci

Kesme bolgesi

3 ’X—X—N—N—N—lZ—Z—Z 2N

T

Universal niikleotidler

Floresan grup

Dejenere niikleotidler
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adimda, primer baglanmis dizilenecek DNA fragmentine
ekiz niikleotid uzunlukta ve 5' ucu floresan olarak
isaretlenmis oktomer prob eklenecektir (Sekil 8).
Problarin ligasyon islemi primerin 5' ucuna probun 3'
kovalent baglanarak yapilmaktadir. Ligasyon isleminden
sonra oktomer prob 5. ve 6. pozisyonlardan (N'Z)
kesilerek yeni 5' ug olusturularak yeni ligasyona zemin
hazirlamakta ve ayrica floresan grup uzaklastirilirken
probun floresan 1s1mas1 belirlenmekte dolayistile 1. ve 2.
niikleotid olas1 gekilde (1/4 ihtimal ile) belirlenecektir
(Sekil ~ 8).  Birinci  probun  floresan  grubu
uzaklastirildiktan sonra agiga cikan serbest 5' ucuna
ikinci prob ilk iki niikleotid vasitasi ile (6, 7) hibridize
olmakta ve ikinci probun 3' ucu birinci proba kovalent
baglanmaktadir. Diger bes prob ayni oriintiide ug uca
baglanarak zinciri sentezleyeceklerdir.

2. niikleotid

A C G T

A ° ° °
=
5 C ) ° °
x~
=)
= G ° ° °
i
T ° ° °

Sekil 8. Ligasyon dizileme yaklasiminda kullaninlan oktomer probun sematik gdsterimi.

Uygun problarin 1. ve 2. niikleotidi primerin 3'
ucundaki ilk iki niikleotid ile tam olarak eslesmekte
digerleri esnek baglanmaktadir. pn primeri ile prob
ligasyonu islemleri tamamlandiktan sonra, yeni
sentezlenmis  zincir kalip DNA fragmentinden
denatiirasyon ile ayrilmakta ve kalip DNA fragmenti bu
defa n-1 primeri ile hibridize edilerek oktomer prob
ligasyon islemleri aymi sekilde yapilacaktir. pn-1
primerinden elde edilen yeni sentez DNA zinciri
ayrildiktan sonra, pn-2 primeri kullanilarak problar
birbirlerine eklenecektir. Benzer islemler pn-3 ve pn-4
primerleri ile de yapilmaktadir. Oktomer prob eklenmesi,
ligasyon ve floresan grup uzaklastirilmasi islemlerini
takiben her bir primerden (,n, pn-1, pn-2, pn-3 ve pn-4)
sonra eklenen yedi potansiyel oktomer prob ile 35
niikleotid dizisi belirlenebilmektedir.

n niikleotid uzunlukta primerin hibridasyonunu
takiben, yedi adimda gergeklestirilen dizi oktomer prob
hibridizasyonlar1 ile DNA fragmentinin 1-2, 6-7, 11-12,
16-17, 21-22, 26-27 ve 31-32 pozisyonlarindaki ikili
niikleotidler tahmin edilebilmektedir (Sekil 9). n-1
uzunluktaki primer baslatici olarak kullanildiginda, -1,1,

5-6, 10-11, 15-16, 20-21, 25-26, 30-31 pozisyonundaki
niikleotidleri belirlenecektir. Dizileme n-2 uzunluktaki
primer ile baglatildiginda, 4-5, 9-10, 14-15, 19-20, 24-25,
29-30, 34-35 pozisyonlardaki niikleotidler tanimla-
nacaktir. n-3 primeri ile DNA fragmentinde 3-4, 8-9, 13-
14, 18-19, 23-24, 28-29, 33-34 pozisyonundaki
niikleotidler belirlenerek dizi tamamlanacaktir. n-4
primeri kullanildiginda 35 niikleotid uzunluktaki DNA
fragmentinin her bir niikleotidi ikici defa teyit edilerek
fragment dizilenmis olacaktir (Cizelge 1). Sadece bir
fragment i¢in detaylandirilan dizileme islemi, 50
milyondan daha fazla bilyecikte paralel olarak
belirlenecek ve sonugta yiiksek verimlilikte her bir
islemde ciga baz niikleotid belirlenebilecektir.

ABI  SOLiD  dizileme yaklagimi ligasyon
biyokimyasina bagl olarak 2007 yilinda gelistirilmistir.
Bu yaklasimda, dizilecek DNA fragmentleri adaptor
molekiillere baglanmakta ve bilyeciklere tutundurul-
maktadir. SOLiD 2.0 olarak gelistirilen teknolojinin
ticari uygulamalar1 (Appied Biosystem her bir analizde
dizi uzunlugunu 3 Giga bazdan 10 Gb olarak gelistirmis
ve analiz siiresini 8.5 giinden 4.5 giine kisaltmustir.
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Cizelge 1. Yedi farkli ligasyon probu ve bes farkli dizileme primerlerinin baslatici olarak kullanilmasi ile belirlenebilen

niikleotidlerin pozisyonlari

Ligasyon Problari
Dizileme Primerleri 3' -5' 1 2 3 4 5 6 7
pn #-G-C-C-A-T-A-G-T 1,2 6,7 11,12 16,17 21,22 26,27 31,32
pn-1 #-G-C-C-A-T-A-G -1,1 56 10,11 15,16 20,21 25,26 30,31
pn-2 #-G-C-C-A-T-A 4,5 9,10 14,15 19,20 24,25 34,35
pn-3 #-G-C-C-A-T 3,4 8,9 3,14 18,19 23,24 33,34
pn-4 #-G-C-C-A 2,3 7,8 12,13 17,18 22,23 32,33

C—A—N—N—N—Z—Z—Z—.

C—G—N—N—N—Z—Z—Z—. T—T—N—N—N—Z—Z—Z—.

3'G-C-T-G-C-C-A-T-A-G-T=

T-C

,N—N’N—Z—Z—Z‘

Bead # 5'-C-G-A-C-G-G-T-A-T-C-A-A-G-C-T-A-G-C-T-A-G-C-T--

Floresan 1g1ma
ve taramasi

3'G-C-T-G-C-C-A-T-A-G-T-T-C

—N-N-N

|

Floresan etiketin
uzaklastirilmasi

2-2-2"

5'-C-G-A-C-G-G-T-A-T-C-A-A-G-C-T-A-G-C-T-A-G-C-T-

Yeni prob eklenmesi ve bu islemin
toplam 7 defa tekrarlanmasi

3'G-C-T-G-C-C-A-T
5'-C-G-A-C-G-G-T-A

Denatiirasyon, sentezlenen zincirin ayrilmasi ve
n-1, n-2, n-3, ve n-4 primeri ile i, ii ve iii
iglemlerinin tekrar edilmesi

3'G-C-T-G-C-C-A-T-A-G-T~

-A-G-T-T-C-N=N-N-C-G=W

Ligasyon

~-T-C-A-A-G-C-T-A-G-C-T-A-G-C-T-

p-N-N-NET

z—ZJ.'

5'-C-G-A-C-G-G-T-A-T-C-A-A-G-C-T-A-G-C-T-A-G-C-T-

Sekil 9. Mardis, (2008)’den uyarlanmug ligasyon dizilemenin biyokimyasal gosterimi. i.

(i)

(i)

(i)

(iv)

Bilyeciklere (Bead)

tutturulmus DNA fragmenti, hibridize edilmis primere ligasyon ile eklenmis oktomer prob, ii. Probtan floresan grubun
uzaklagtirilmast, iii. ikinci probun 1. probun 5' ucuna ikinci probun eklenmesi iv. N-1 primeri ile ligasyon.
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Nanopor Teknolojisi ile DNA Dizilemesi

Oxford nanopor teknolojisi, dizileme maliyetin
diigiiriilmesi ve enzime minumum miktarda bagli olmasi
avantajlarmi saglamaktadir. Teknik DNA polimeraz
enzimi kullanimmi siirlandirmakta ve ligaz enzimi
gerekliligini ortadan kaldirmaktadir. Membran {izerinde
por olusumu saglayan bakteriyel proteinler, hiicrelerde
organik molekiillerin, kiiciik iyonlarin ve hatta
poliniikleotidlerin transferlerini yapabilmektedirler. a-
haemolysin (a-HL) proteini Staphylococcus aureus
tarafindan {iretilen ve iyonlarin, suyun ve diisiik molekiil
agirlikli - molekiillerin ~ hiicre  disina  ¢ikarilmasini
saglamaktadir (Bhakdi ve Tranumjensen, 1991).

Nanopor dizileme teknolojisinin 6nemli bir gerek-
liligi, membran iizerinde nano boyutta agiklik olusturan
proteinlerin membrana sabitlenmesidir. Bakteriyel a-HL
proteini yaklasik 100 (10 nm) uzunlukta ve yaricap: 1.4
nm ile 2.6 nm arasinda degismektedir. Bu proteinin
elektriksel olarak direngli polimer membran tabaka
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iizerine sabitlenmesi ile membran iizerinde niikleotid
transferlerinin  yapilabilecegi agiklik (nano por)
olusturulmaktadir.

Birbirinden nanopor mebran ile ayrilan, iki sulu
elektrolit ortamina kiigiik bir voltaj (~100mV) uygulan-
diginda, pordan gegen iyonik akim standart elektro-
fizyolojik teknikler ile Glgiilebilmektedir. Nano-pordan
gecen iyonik akim membran {izerinden gecen voltajin
kontrolii ile yapilmaktadir. Bu membran iizerinden
stirekli bir iyonik akim gecirildiginde, nano agikliktan
gegen biyolojik molekiillerin gegisleri sirasinda akimda
molekiile 6zgli karakteristik bir kesinti olusmaktadir.
Degisen bu akim bilgilerinin 6lgiilmesi ile bilinmeyen
molekiiliin tanimlamasi yapilabilecektir. Nanopor’dan
gecen molekiil akimi kismen engellendigi icin iyonik
akim diigmektedir. Pordan gegen molekiillerin her biri
iyonik akim miktarin1 farkli miktarlarda etkilediginden
dolayt molekiillerin tanimlamalar1 iyonik akimda
meydana gelen degisiklik ile belirlenebilir (Sekil 10).

Akim I

Sekil 10. Branton ve ark., (2008)’den uyarlanmig Nonopor dizilemenin sematik olarak gosterilmesi. Zincir dizileme iyonik akimin
bloke edilmesi esasina dayanir. i- a-hemolysin pordan iyonik akimin engelsiz ge¢isi ii, iii-farkli biiyiikliikte molekiillerin a-
hemolysin pordan gegerken akimi siddetini diisiirmesi molekiile gore etkilemesi iv- a-hemolysin por v- a-hemolysin pordan DNA

poliniikleotidinin gegisi.

Nanopor, tek zincir niikleik asit polimerinin yiiksek
verimlilikte analiz edilebilecegi oldukga sinirli bir agiklik
saglamaktadir. Membran {izerinde a-HL proteinlerinin
olusturdugu porlardan tek zincir DNA’nin tasmabile-
cegini ve tasima esnasinda akim seviyesinin niikleotid
varhigma bagh olarak degismektedir (Kasianowicz ve
ark., 1996). Uygulanan akim seviyesindeki azalmalar tek
zincir DNA molekiiliniin kanali tikadigim1 goster-
mektedir. DNA veya RNA polimerleri uygun cap
biiyiikliigiinde nanopordan elektroforetik olarak gegiril-
diginde, her bir niikleotid iyonik akimi seviyesini farkli
miktarlarda degistirmektedir. Tek zincir DNA ve RNA
niikleotidleri, proteinin olusturdugu nanopordan gegiril-
diginde iyonik akimda olusturdugu degisiklige gore
belirlenebilir. Sistemin analitik kapasitesi soliisyondaki
molekiillerin elektroforetik alanda nano boyuttaki pordan
taginmasina baglidir. Bu sistem dort fakli niikleotidleri
baz gruplarindaki farkliliklar ile birbirinden ayirmada
kullanilabilecek ve kilobaz uzunluktaki tek zincir
genomik DNA, RNA veya PCR amplifikasyonu
niikleotid etiketlemesi olmaksizin ucuz ve hizli olarak
dizilenebilir.

11

RNA ve ssDNA poliniikleotitlerinin akim degisik-
ligini nasil etkiledigi incelenmis poli Sitozin RNA zinciri
membran poru poli Adenin RNA zincirinden daha fazla
bloke ettigi tespit edilmistir (Akeson ve ark., 1999,
Meller ve ark., 2000). 30 Adenin ve bunu takip eden 70
Sitozin igeren RNA zinciri dizisi belirlenmistir (Akeson
ve ark., 1999). Piirin ve pirimidin riboniikleotidlerindeki
net ayrim deoksiriboniikleotid ayriminda elde
edilememistir (Akeson ve ark., 1999). Ayrica tek
niikleotid ayrimi  yapilamamaktadir ¢linkii  a-HL
nanoporda iyonik akiminin bloke edilmesi yaklasik 10-
15 niikleotid ile gergeklesmektedir (Meller ve ark.,
2001). Hayal kirikligi yaratan bu ilk sonuglar ucuz
dizileme  beklentilerini  karsilamamasina  ragmen
gelistirilen tek bir molekiil hassasliginda gelismeler elde
edilmistir (Deamer ve Branton, 2002; Nakane ve ark.,
2003; Healy, 2007). Elektrik alan kilobaz uzunlukta
ssDNA  molekiiliinii  nanopor’dan tasiyabilmekte
(Bayley, 2006) ve sentetik por igeren kati membranlar
(Branton ve ark., 2008) ve plastik membranlar (Harrell
ve ark., 2006) gelistirilmistir.

Nanopor teknolojisi hatali niikleotit okuma oranmin
diistiriilmesi, okunan dizi uzunlugunun artirilmasi, por
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proteinin stabilitesinin uzun siire korunmasi agisindan
geligtirilmistir.  Akeson grubu, DNA polimerazi
kullanarak DNA zinciri sentezlenirken DNA zincirini
nonopordan her adimda tek niikleotidi gegmesini
saglamiglardir. Faj phi29 DNA polimeraz bu yaklasim
icin uygundur c¢ilinkii uygulanan elektrik akiminin
baskisinda DNAya bagl kalabilmekte ve DNA’y1 pora
yonlendirmektedir (Lieberman ve ark., 2010). DNA
polimeraz yaklasik her on milisaniye veya daha kisa
siirede bir niikleotid eklemektedir. Nanopora insert
edilmis DNA zincirinin hizi phi29 DNA polimeraz
tarafindan kontrol edilmektedir. Nanopor dizileme ile
uzun zincir okumasinin basarilmast konvensiyonel kisa
zincir okumalar1 ile Kkarsilastirildiginda teknolojik
avantajlar saglamaktadir. Uzun zincir okumalari,
insersiyon delesyon ve gen tekrarlar1 gibi kisa okumalar
ile belirlenmesi zor olan dizilerin belirlenmesinde avantaj
saglamaktadirlar. Prensip olarak Nanopor dizileme phi29
DNA polimeraz yaklasimi ile sinirlandirilmis olsa da
limitsiz dizileme saglamaktadir. Diger avantaji tek bir
pordan pahali floresan isaretli molekiiller olmadan birden
fazla dizileme yapilabilir.

a-HL protein nanopor lipid tabakaya gémiilmekte ve
tabaka potasyum klorid soliisyonu igeren ortami
birbirinden ayrilmaktadir. DNA zinciri por igerisine
elektrik alan uygulayarak gondermektedir (Cherf ve ark.,
2012). Por igerisinde asag1 veya yukar1 hareket elektrik
alan uygulamasi ve polimeraz aktivitesi ile kontrol
edilmektedir. (Manrao ve ark., 2012) DNA polimeraz ile
nano por teknolojisini takip etmis ancak a-HL yerine
geometrik olarak farkli mutant MspA proteini por olarak
kullanmustir. Nanopor dizileme kullanilarak 48,490 bg

dNTP

DNA-Pol.

Bilyecik

Metal oksit duyarli-tabaka

sensor tabaka

metal N
gegitler <

I | N

yigin  desarj kaynak
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uzunlukta lambda faj DNA genomu dizilenmistir
(Mikheyev ve Tin, 2014).

Alternatif bir yaklagim kati hal nanoporlarinin
dizilemede kullanilmasidir (Dekker, 2007). Kat1 hal nano
porlart  ayarlanabilir por  biyiikligi, biyolojik
membranlardan daha dayanikli olmasi ve temizlikten
sonra tekrar kullanilabilir olmasi agisindan avantaj
saglamaktadir. Silikon tabanli konvensiyonel nano por
membranlar yaklasgik 30 nm kalinlikta ve 60 baz
uzunluktaki tek zincir DNA’ya karsilik gelmektedir.
Dolayisi ile bu membranlarn DNA dizileme igin
kullanim kolaylig1 bulunmamakta ancak grafin gibi kat1
hal nano porlart biofiziksel c¢aligmalar ilgi ¢ekici
alternatifler sunmaktadir. Grafin iletken karbon tabakasi,
kalinligi sadece bir karbon atomu kadar olan ve
ulasilabilecek en iyi nanopor membrandir.

fyon Yari iletken DNA Dizileme

Iyon yar1 iletken DNA dizileme metodu DNA zinciri
polimerizasyonu esnasinda agiga ¢ikan hidrojen
iyonlarinin belirlenmesi temeline dayanmaktadir. Metot
kalip DNA’nin kars1 zinciri kopyalanirken es zamanli
olarak dizileme yapmaktadir (Sekil 11). Dizilemede ilk
adim, adaptor dizi igceren fragment DNA havuzununun
yeterli sayida olusturulmasidir. Bu islem DNA
fragmentlerine ligasyon ile adaptor dizilerin eklenmesi
veya primer tasarlanir iken primerin 5' ucuna adaptor
dizinin eklenmesi ile yapilabilir. Emiilsiyon PCR ile
¢ogaltilan amplifikasyonlar ¢iplere uygulanmaktadir.
Diger metotlarda oldugu gibi dizilenecek fragmentin
belli sayida kopyasmin olmasi niikleotid eklenmesi ile
elde edilecek sinyalin daha net algilanmasina neden
olacaktir.

/

Sekil 11. Rusk, (2011)’den uyarlanmig kalip DNA fragmenti iceren yari iletken dizileme kuyusunun ve sensoriin
sematik gosterimi. Niikleotidler sentezlenen DNA zincirine eklendiginde protonlar (H") agiga ¢ikmakta ve kuyunun
pH’s1 degismektedir (ApH). Bu durum metal oksit duyarli tabakanin yiizey potansiyel degisinin uyaracak ve kaynak

terminalin potansiyelini (ApH) degistirecektir.
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Sentezi primer tarafindan bagslatilmis uzayan DNA
zincirine yeni niikleotidin (ANTP) eklenmesi ile olusan
kovalent bag pirofosfat ve pozitif yiiklii hidrojeni agiga
¢ikmaktadir (Purushothaman ve ark., 2006; Rusk, 2011).
Iyon yari iletken dizileme niikleotid eklenmesi ile ag13a
c¢ikan hidrojenin kimyasal olarak belirlenmesi temeline
dayanmaktadir (Sekil 11). Uzayan DNA zincirine dort
farkli niikleotid sira ile dongiisel olarak eklenmektedir.
dNTP’ler, yar1 iletken ¢ip iizerindeki mikro
kuyucuklarda bulunan dizilenecek kalip DNA’nin ¢ok
sayidaki tek zincir kopyas1 ve DNA polimeraz bulunan
reaksiyonlara sira ile eklenmektedir (Pennisi, 2010;
Perkel, 2011; Rusk, 2011). ANTP eslenmemis kalip DNA
zincirine eklendiginde, yeni sentezlenen zincir DNA
polimeraz ile wuzatilir. Eklenen niikleotid =zincire
baglandiginda agiga c¢ikacak hidrojen iyonu agiga
c¢ikacak rekasiyon soliisyonunun pH’sin1 degistirerek ve
bu degisim ISFET (ion-sensitive field effect transistor)
tarafindan algilanacaktir (Pennisi, 2010; Rusk, 2011).
Eslesmemis dNTP molekiilleri bir sonraki dongii
baglamadan Once reaksiyondan uzaklastirilacaktir.
Eklenen dNTP uzayan zincirin kalip DNA’daki karsilig
degil ise niikleotid eklenmeyecek ve biyokimyasal
reaksiyon gerceklesmediginden pH degisimi olmaya-
caktir.

Yeterli miktarda  amplifiye edilmis DNA
fragmentlerinin bulundugu mikro kuyucugun altinda,
iyon hassas tabakasi ve bunun altinda ISFET iyon
sensori bulunmaktadir. Biitiin tabakalar yar1 iletken ¢ip
ile baglanmaktadir (Sekil 9). Her bir ¢ip, mikrokuyu-
cuklarin ISFET algilanan sonuglarini gostermektedir.
Salinan her bir hidrojen iyonu iyon sensorii tarafindan
algilanmaktadir. Cipten alman elektrik sinyalleri
bilgisayara aktarilmakta ve DNA dizisine iglenmektedir
(Pennisi, 2010). Sinyal isleme ve DNA birlestirilmesi
software tarafindan yapilmaktadir.

Teknik, hizli, diisiik kurulum ve igletim masrafi,
modifiye niikleotid kullanilmamasi ve optik okumanin
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kullanilmamas1 gibi giiclii yonlere sahiptir. Dizileme
sistemi dogal DNA polimeraz enzimi kullanmakta ve
dizileme es zamanli olarak belirlenmektedir. Yari iletken
dizileme sistemi 4 saniyede bir niikleotid ekleyebildigi ve
100-200 niikleotidi yaklagik bir saat siirede tamamlana-
bilecegi bildirilmektedir. Teknigin tekrar niikleotidleri
belirlemede sinirlamalar1 bulunmakta ve Sanger dizileme
metoduna gore daha kisa yaklastk 400 niikleotidi
niikleotid okumast yapilmaktadir. Teknoloji DNA
elektronik Ltd. tarafindan lisanslandirilmis, Ion Torrent
Inc. tarafindan gelistirilmis ve 2010 yilinda yayimn-
lanmigtir (Rusk, 2011).

SONUC

Farkli dizileme konsorsiyumlarinin gelistirdikleri
yeni nesil dizileme teknolojileri son yillarda 6n olana
¢citkmis ve giivenilirligi yiiksek olan ¢ok sayida niikleotid
dizi verileri olusturulmustur. Yeni nesil dizileme
yaklagimlari ile dizileme maliyeti diismiis ve sadece belli
genom merkezlerinin erigebildigi ve {lretebildigi
niikkleotid  verilerine erisim  kolaylagmustir.  Yeni
molekiiler veri iretebilen ve bunlar1 yayginlastiran
aragtirma grup sayisi artmustir. Farkli deneysel sonuglarin
birlestirilmesi, genom diizeyinde metilasyon, histon
baglanma ve gen ekspresyonlarinin desenlerinin analiz
edilmesi miimkiin olmustur. Yeniden yapilmis niikleotid
dizileri, kompleks genomlardaki varyasyon, klinik
patojen mikroorganizma ve virlis genomlarinin
karakterize edilmesine yardimer olmustur. Giiniimiizde
genom dizileri yayinlanmakta ancak uygulanabilir
sonuglar ile iliskilendirmede sinirlamalar bulunmaktadir.
Yakin bir gelecekte genomik DNA bilgileri biyoloji ve
medikal alanlara transfer edilerek hastaliklarin sebepleri,
tanisi, yeni ilaglarin gelisimine ve mikroaary teknolojisi
ile Dbirlestirilerek uygulanabilir nitelikte yaklagimlar
aciga ¢ikarilabilecektir.
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