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OZET: Niikleik asit dizi analizi, ¢ok ¢esitli arastirma uygulamalarmin ayrilmaz bir bilesenidir. Son 50 yil
boyunca arastiricilarin ¢gogu DNA ve RNA molekiillerinin dizi analizlerini gerceklestiren teknik ve
teknolojilerin iiretilmesi i¢in ¢aba harcamistir. Bu siirecte kiigiik boyutlu molekiillerin dizilenmesinden tiim
genomun dizilenmesine kadar uzanan ¢ok biiyiikk gelismeler olmustur. Bu makalede belirtilen zaman
araliginda DNA dizilemenin temelini olusturan 6nemli gelismeler, dizilemede kullanilan tekniklerin ve
teknolojilerin ortaya ¢ikist ve gelismeleri agiklanmaktadir.

Anahtar Kelimeler: DNA dizileme, Yeni nesil dizileme, DNA dizilemenin tarih¢esi

Historical Development of DNA Sequencing

ABSTRACT: Nucleic acid sequence analyzes is an integral part of a wide variety of research applications.
For the past 50 years, researchers have been struggling to produce techniques and technologies that allow
sequencing of DNA and RNA. This time interval has witnessed a tremendous improvement from these
squencing of small molecules to these squencing of the entire genome. In this article, important developments
that constitute the basis of DNA sequencing in this time period, the emergence and development of
techniques and technologies used in sequencing are explained.
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1. Giris

Niikleik asitler (DNA, deoxy ribonucleic acid ve RNA, ribonucleic acid) canlilardaki
hiicrelerde meydana gelen metabolik olaylarin gergeklestirilmesinde, kontroliinde rol alan
ve kalitim1 saglayan temel yap1 tasi molekiillerdir. Niikleik aitler, niikleotit (piirin/pirimidin
baz1 + 5 karbonlu bir seker + bir fosfat grubu) olarak adlandirilan basit birimlerden
olusurlar. Niikleik asit molekiillerindeki niikleotit bazlari1 (adenin, guanin, sitozin, timin ve
urasil) sirasinin belirlenmesi DNA dizileme olarak adlandirilmaktadir.

Molekiiler biyoloji biliminin hizla gelismesiyle DNA ¢aligmalar1 6n plana ¢ikmis ve 1965
yilindan bu yana farkli dizileme yollarma, degisik O6rnek hazirlama stratejilerine,
immobilizasyona ve dizileme kimyasina sahip c¢ok sayida DNA dizileme yontemleri
gelistirilmistir. Bu yontemler biyoenformatik yazilimlarla birlestirilerek biyolojik


http://dergipark.gov.tr/gbad
mailto:mehmet.zeki.kizmaz@ege.edu.tr

KIZMAZ ve ark. /IGBAD,2017, 6(2), 47-53 48

arastirmalarda genom dizileme, teshis-tani, transkriptomik, ekolojik ve epidemiyolojik
amagch ¢alismalarda basarili bir sekilde kullanilmaktadir. Elde edilen DNA dizileri genlerin
yapist ve genetik kontrol mekanizmalar1 hakkinda birgok bilgi edinilmesine imkan
saglamaktadir. Giiniimiize kadar birgcok canli tiirlinlin tim genom haritalar1 tanimlanmas,
genlerinin yapis1 ve organizasyonu hakkinda 6nemli bilgiler elde edilmistir.

2. DNA Dizilemenin Ortaya Cikis1 ve Yeni Nesil DNA Dizileme
Sistemlerinden Onceki Dénem

Insan varolusundan beri ¢evresindeki olup biteni merak etmis, anlamaya ¢alismis ve bunu
yaparken karsilastigi zorluklar1 yeni kesiflerle asmaya calismistir. Gegmisten giliniimiize
kadar bilim adamlar1 tarafindan gergeklestirilen birbirini destekleyici ve tamamlayici
nitelikteki arastirmalar gliniimiiz teknolojilerinin temelini olusturmustur. Mendel’in 1866
yilinda bezelye bitkileriyle ylriittiigli melezleme caligmalariyla kalitimin ilkelerini ortaya
cikarmasi, Miescher’in 1868 yilinda ¢ekirdekte asit 6zelliginde bazi maddelerin varligina
dikkat ¢ekmesi, Avery ve arkadaslarinin 1944 yilinda DNA’nin genetik bilgiyi aktardigina
iligkin ilk kanit1 elde etmesi, Watson ve Crick’in 1953 yilinda DNA’nin ¢ift sarmal yapisini
kesfi ve diger benzer arastirmalar niikleik asit dizileme sistemlerinin kokenini
olusturmustur (Barba ve ark., 2014; Heather ve Chain, 2016). DNA’nin ¢ift sarmal
yapisinin kesfinden 12 yil sonra ilk kez Holley ve ark. (1965) maya hiicresinden izole
ettikleri 77 niikleotitlik alanin tRNA poliniikleotinin dizilimini gergeklestirmistir. Bu
arastiricilarin kullandiklar1 yontem ¢ok fazla is giicli ve zaman harcamay1 gerektiren bir
yontem olmasina ragmen sonraki on yil i¢inde 100’den fazla tRNA molekiilii ve bazt DNA
pargalarinin dizilemeleri tamamlanmastir (Franca ve ark., 2002; Raj Bahndary ve Kohrer,
2006; Guzvic, 2013; Barba ve ark., 2014). Bir RNA molekiiliiniin dizilenmesiyle baslayan
bu siireg, DNA molekiiliiniin dizilenmesini saglayan yeni yontemlerin gelistirilmesine 6n
ayak olmustur.

Maxam ve Gilbert (1977) DNA molekiiliiniin bazlara 6zgiil kimyasallarla modifikasyonuna
ve elektroforezle ayrimina dayanan kimyasal ayristm yontemini gelistirmiglerdir. Ayni yil
Sanger ve ark. (1977b) tarafindan gelistirilen daha uzun DNA pargalarinin dizilenmesine
imkan saglayan zincir sonlandirma yontemi kullanilmaya baslanmistir. Bu yontem Maxam
ve Gilbert yontemine kiyasla daha verimli oldugu, daha az toksik kimyasal madde ve
radyoaktivite gerektirdigi i¢in kisa siirede hizla yayginlasmistir. Sanger dizileme
yonteminin temelinde DNA polimerazin dNTP’lerin (deoksiriboniikleozittrifosfat) yanisira
deoksiribozun 3> pozisyonunda OH  grubu  tasimayan  ddNTP’leri  de
(dideoksiriboniikleozittrifosfat)  substrat  olarak  kullanabilmesine  dayanmaktadir.
Sentezlenen DNA’ya bir ddNTP’nin katilmasi 3’ pozisyonunda OH grubu olmadig1 igin
sentezi durdurmakta ve daha sonra elde edilen farkli uzunluktaki DNA pargalar
elektroforezle ayristirilarak baz tespiti yapilabilmektedir. Sanger zincir sonlandirma
yontemi; DNA teknolojisi, biyonik bilimi ve biyoenformatik alanindaki gelismeler
dogrultusunda modifiye edilmis ve yeni nesil dizileme tekniklerinin ortaya ¢ikisina kadar
en yaygin kullanilan yontem olmustur. Applied Biosystem Instruments (ABI) Sanger
dizileme yontemi temelli floresan boya ile isaretli ANTP’ler kullanilarak tek reaksiyonda
dizilemeyi saglayan ilk nesil otomatize DNA dizileme makinesini gelistirmis ve daha sonra
dizileme verilerinin toplanmasi, depolanmasi ve analizini saglayan bilgisayar yazilimi ile
kombine edilmistir (Smith ve ark., 1986).

PCR teknolojisi (Saiki, 1985), thermalcycler cihazlar1 ve Thermus aquaticus bakterisinden
izole edilen sicakliga dayanikli Taq polymerase enziminin 1985-1990 yillar1 arasinda kesfi
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ve kullanilmasiyla De novo(6n bilgiye gerek kalmadan) dizileme, daha 6nce kismi genom
dizilemesi yapilan canlilarin genom haritalarinin tamamlanmasi ve énemli goriilen belirli
bolgelerin tekrar dizilenmesi g¢alismalar1 yapilmistir (Franca ve ark., 2002). Reverse
transcriptase enziminin 1970 yilinda kesfi (Temin ve Mizutani, 1970; Baltimore, 1970),
RNA’dan c¢cDNA sentezlenmesine imkan saglayarak RNA dizileme teknolojilerinin
gelismesini saglamistir. Adams ve ark. (1991) Sanger dizileme yontemi ve 373A yari-
otomatik DNA dizileme cihazin1 kullanarak expressed sequence tags (ESTs) olarak
adlandirilan her okumada ortalama 397 baz uzunlukta cDNA dizilemesi yapabilen bir
sistem gelistirmislerdir. Bu gelismeler ve 1982°de GenBank’1n
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank) kurulmasiyla yeni milenyumun bagima kadar
cogunlugu DNA dizisinden olusan ve insan genomunun ilk taslagini kapsayan yiiz binlerce
genetik veri elde edilmistir (IHGSC, 2001; Venter ve ark., 2001; Franca ve ark., 2002;
Guzvic, 2013; Barba ve ark., 2014).

DNA ve RNA dizileme caligmalarindaki ani artisin ii¢ temel nedeni bulundugu dikkati
cekmektedir: Bunlar, yiiksek hacimli dizileme yapabilen otomatik cihazlarin gelistirilmesi,
dizileme merkezlerinin ve uluslararasi konsorsiyumlarin ortaya ¢ikmasi ve bilgisayara
dayali donanim ve yazilimlarin gelistirilmesidir. TIGR (ThelnstituteforGenomicResearch)
tarafindan baslatilan ¢alismalarla, random ve shotgun temelli otomatize dizileme
cihazlariyla 337 insan geni ve diger canlilardan 48 homolog genin dizi analizi yapilmigtir
(Adams ve ark., 1991). TIGR 1999 yilina kadar 83 milyon niikleotitlik cDNA dizi analizi,
87000 insan cDNA dizisi, Haemophilus influenzae (Fleischmann ve ark., 1995) ve
Mycoplasmagenitalium (Fraser ve ark., 1995) adli organizmalarin tim genom dizilimini
gerceklestirmistir. 2001  yili sonuna kadar dizileme merkezleri ve uluslararasi
konsorsiyumlar (Amerika’da TIGR, ingiltere’de Sanger dizileme merkezi ve Japonya’da
RIKEN) Escherichia colive Bacillus subtilis adli bakterilerin, Saccharomyces cerevisiae
maya hiicresinin, Caenorhabditis elegans adli nematodun, Drosophila melanogaster meyve
sinegi, Arabidopsis thialiana adli bitkinin ve insan tiim genom dizilimini yapmislardir
(Stein, 2001). Cok pahali ve zaman alan bir yontem olmasina ragmen, Sanger dizileme
yontemi o zamana kadar en fazla kullanilan yontem olmustur. Bilim insanlarinin
caligmalar1 neticesinde DNA dizileme, genomik sonrasi doneme gecis yapmis ve
fonksiyonel genomik, SNPs (Single-nucleotidepolymorphism) ve transkriptomik
uygulamalar biyolojik aragtirmalarin gelecegi olarak Ongoriilmiistiir (Peltonen ve
Mckusick, 2001; Kiechle ve Zhang, 2002).

Affymetrix ve Gene Chip microarrays firmalarinin 1996 yilinda kurulmasindan sonraki on
yilda, DNA array teknolojisi ile prokaryotik ve okaryotik organizmalardaki degisik gen
ifadesi arastirmalar1 hizli bir gelisme gostermistir (Zhu, 2003; Lenoir ve Giannella, 2006;
Kulski ve ark., 2005). Bununla beraber, genomik ve RNA dizileme ¢aligmalarina devam
edilmis ve 2005 yilindan sonra yeni dizileme yontemleri ¢ikmaya devam etmistir (Franca
ve ark., 2002; Guzvic, 2013; Barba ve ark., 2014). Yeni nesil dizileme (YND) olarak
bilinen bu yontemlerin, Sanger dizileme yontemiyle karsilastirildiginda, ayn1 anda ¢ok
sayida Ornegin yiiksek hacim ve dogrulukla dizilenmesini sagladigi goriillmektedir. Bu
yontemler genom dizileme maliyetini 2001 yilindan 2014 yilina gelindiginde 100 milyon
dolardan 10 bin dolara diisiirmistiir (NHGRI, 2016).
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3. Yeni Nesil DNA Dizileme Sistemlerinin Ortaya Cikisi ve Gelisimi

Sanger dizileme yontemiyle insan genomu ve belirli hayvan ve bitkilerin tiim genom
dizilemesini kapsayan ¢ok sayida basarilar saglanmistir. Ancak, insan genom projesinin
yiirlitiilmesi sirasinda karsilasilan zorluklar nedeniyle bilim insanlari, kisa siirede daha fazla
dizileme yapabilen, daha ucuz ve dogruluk oranmi1 daha yiiksek yeni yontemler gelistirme
ihtiyact duymuslardir. Bu ihtiyaglara karsilik farkli {iniversiteler, enstitiiler ve firmalarda
calisan arastirmacilar tarafindan yeni DNA dizileme sistemleri gelistirmek icin c¢aba
harcanmistir. Bu ¢abalar ve girisimler sonucunda Sanger dizileme yontemi yerini Yeni
Nesil Dizileme (YND) olarak adlandirilan daha gelismis yontemlere birakmistir. Bu yeni
yontemlerle DNA parcalarinin klonlanmasina ihtiyag duyulmadan amplifiye olmus tek
zincir DNA’dan dizileme yapilabilmis ve 25 bazdan 500 baza kadar degisen kisa DNA
dizileri tretilerek, her kosuda birka¢ yliz milyondan birka¢ milyara kadar bazin
tanimlamas1 gergeklestirilebilmistir. YND genel olarak DNA molekiillerinin rastgele
kesilerek parcalara ayrilmasi (Fragmentation), DNA parcalarinin adaptor diziler vasitasiyla
baglanmasi (Immobilization) ve genom kiitiiphanesinin olusturulmas: (Genomic Library),
solid bir ylizey veya emiilsiyon damlalar igindeki boncuklar iizerinde genomik
kiitiiphanenin amplifikasyonu (Amplification), dizileme (Sequencing) ve bilgisayar
programiyla verilerin analizi (Data analysis) asamalarindan olusmaktadir. Sanger dizileme
yonteminden daha ucuz olmasina ragmen yiiksek maliyetli oluslar1 ve elde edilen verilerin
yorumlanmasi i¢in gelismis bilgisayar yazilimlarina ihtiya¢ duyulmasi bu yontemlerin
siirlayict faktorleri arasinda yer almistir.

Lynx Therapeutics (USA) firmas1 2000 yilinda Massively Parallel Signature Sequencing
(MPSS) yontemiyle YND teknolojisini ilk baglatan firma olmustur. Bu Firma daha sonra
[Nlumina (USA) tarafindan satin alinmistir.

454 Life Sciences firmasinin 2004 yilinda pirodizileme kimyasina dayali gelistirmis oldugu
yontem YND teknolojilerinin ikincisi olmustur. Life Sciences Roche (Basel, Switzerland)
firmas1 tarafindan satin alinmistir. Pirodizileme; baz basina maliyet ve dizin okuma
uzunlugu agisindan Sanger’e gore daha avantajlidir, buna karsin Illumina ve SOLID ile
karsilastirildiginda bu o6zellikler yoniinden birbirine benzerlik gostermektedir. 2005-2006
yillarinda DNA dizilemede devrim sayilan, 20 milyon baz (Mbp) dizileme kapasiteli 454
GS 20 Roche dizileme sistemi tanitilmistir. 2007 yilinda bunun yerini 4 saatte 100 Mbp
dizileme yapabilen GS FLX modeli almistir. 2008 yilinda bu model ile 400 Mbp dizileme
kapasitesine ulagilmigtir. Bu model daha sonra giincellenerek tek g¢alismada 600 Mbp
tizerinde dizileme yapabilen 454 GS-FLX+ Titanium dizileme sistemi olarak kullanilmistir.
Daha sonra Roche firmasi tarafindan laboratuvarda kullanima uygun GS Junior dizileme
sistemi tretilmistir (Life Sciences, 2007).

Solexa firmasi 2005 yilinda sentez yoluyla dizilemeye dayali reversibledye-terminators
dizileme kimyasina sahip Genome Analyzer (GA) sistemini kullanima sunmustur. Solexa
2007 yilinda Illumina (USA) firmas1 tarafindan satin alinmistir. GAIIx sistemi her
calismada 50 milyar baza (Bbp) kadar okuma yapabilmekte ve en son modeli her ¢alismada
85 Bbp’e ulasabilmistir.

Sonraki yil i¢inde Illumina firmast HiSeq 2500, HiSeq 2000, HiSeq 1500 ve HiSeq 1000
modellerini kapsayan Hiseq dizileme sistemleri serisini gelistirmis ve kullanima sunmustur.
Bu modellerin calisma siiresi, okuma uzunlugu ve dizileme kapasitesi yoniinden degisik
ozelliklere sahip oldugu goriilmektedir. HiSeq 2500 modeli en biiyiik okuma uzunluguna
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sahip model olup, bir giinde tiim insan genomunu dizileyebilecek kapasiteye sahiptir.
[Mlumina firmasi ayrica 2011 yilinda Laboratuvarlarda kullanima uygun HiSeq serisinin en
iyisi sayilan MiSeq dizileme sistemini piyasaya sunmustur. Bu sistem 10 saatte 1.5 Gbp
(Gigabase) dizileme yapabilmektedir (Illumina, 2017).

SOLID Technology firmasi okuma uzunlugu ve hacmi yoniinden Illumina dizileme
sistemine benzer oligoligation detection kimyasina sahip bir yontemi kullanmaya
baslamistir. SOLiD Techonology firmasi daha sonra Applied Biosystems (AB) tarafindan
satin almmistir. SOLID dizileme sisteminde kullanilan ikili baz dizileme yontemi sayesinde
okuma dogrulugu %99.99’a ulasabilmektedir.

AB tarafindan 2007 yilinda ilk SOLiD dizileme sistemi kullanima sunulmusg, takiben 2010
yilinda SOLID 5500 w ve 5500 xlw modelleri kullanilmistir. SOLID 5500 xlw modeli, 85
bp okuma uzunlugu, % 99.99 okuma dogrulugu ve her ¢alismada 30 Gbp dizileyebilme
ozelliklerine sahiptir (SOLiD, 2017).

Son yillarda gelistirilen diger YND sistemleri arasinda yer alan Helicos sequencer 2009
yilinda, Life Technologies Ion Torrent sequencer 2011 yilinda, Pacific Biosciences (Menlo
Park, CA, USA) single molecule real-time (smrt) sequencer 2011 yilinda ve Oxford
Technologies Nanopore (Oxford, UK) single molecule sequencer 2012 yillarinda kullanima
sunulmustur (Ion-Torrent, 2017; PacBio, 2017; Nanopore, 2017).

Ayrica, Polonator sequencing, Polony sequencing, DNA Nanoball sequencing ve VisiGen
Biotechnologies sequencing sistemlerini kapsayan YND sistemleri gelistirme caligmalari
devam etmektedir.

Ik RNA molekiiliiniin dizi analizinin gerceklestirilmesini takiben giiniimiize kadar gegen
stirecte gelistirilmis olan ilk ve yeni nesil dizileme sistemleri Sekil 1’de 6zet bigimde
verilmektedir.

[k gen tespit
74 nitkleotitlik bir program: (GRAIL)
tRNA molekiiliiniin Helicos
dizi analizi Roche 454 GS Genom Sequencer
Dizileme
Maxam&Gilbert ve
Sanger&Coulson SOLID
yontemleri Insan gen haritast Sequencing
taslagimn System lon Torrent
tamamlanmast i
Pacific Biosciences

DNA dizi analizleri [llumina/Solexa

igin tam otomatik bir Teknigi

makine gelistirimesi

1965 1977 1986 1990 2001 2005 2006 2007 2009 2011 2012

Sekil 1. DNA dizileme sistemlerinin tarihsel gelisimi
Figure 1. The historical improvement of DNA sequencing systems
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4. Sonuc¢

DNA ve RNA molekiillerinin kalitimdaki rolleri ve canlilardaki yasam fonksiyonlarindaki
Oneminin anlasilmasiyla, 1950’11 yillardan itibaren DNA c¢alismalari 6n plana ¢ikmustir.
Dizileme c¢aligmalari1 ilk olarak RNA molekiillerinin dizi analiziyle baslamis sonradan
gelisen tekniklerle birlikte DNA dizileme caligmalari da yapilmaya baslanmistir. DNA
dizilemede ilk kullanilan yontemler zaman alici, yogun emek gerektiren ve pahali
yontemlerdi. Arastirmacilarin daha ucuz, daha hizli ve daha duyarli yontemler gelistirmek
icin yiiriittiikkleri ¢aligmalar neticesinde YND sistemleri ortaya ¢ikmustir. 2000’11 yillarin
basindan bu yana farkli dizileme yollarna, cesitli 6rnek hazirlama stratejilerine,
immobilizasyona ve niikleik asit kimyasma sahip ¢ok sayida YND Sistemleri su an
ulasilabilir durumdadir. Bu sistemler karmasik biyoenformatik yazilimlarla birlestirilerek
cogu bilim dalinda genom dizileme, metagenomik, transkriptomik, amplikon
calismalarinda basarili bir sekilde kullanilmaktadir. Son zamanlarda YND sistemlerini
yayginlagtirmak amaciyla laboratuvar tipi sistemler 6n plana ¢ikmakta ve daha ekonomik,
daha hizli ve daha duyarli sistemler gelistirmeye devam edilmektedir.
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