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ONSOZz

Bu tez calismasinda DNA dizileme yapilma islemi sirasinda olusabilecek okuma
hatalarinin tespit edilmesi ve bu hatalarin giderilip daha dogru gen dizilimini elde etmek
icin hata diizeltme algoritmasi 6nerilmistir. Onerilen veri okuma ve diizeltme yonteminin,
genetiksel bozukluklara neden olan DNA mutasyonlariin tespitine ve ¢éziimiine yardimci
olabilmesi amaglanmaktadir. Bu c¢alismanin biyoinformatik alanindaki calismalara katki

saglamasi beklenmektedir.
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tecrilbbesini benimle paylasarak her konuda destegini eksik etmeyen kiymetli danisman
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Yiksek Lisans

OZET

YENI NESIL DiZILEME YONTEMIYLE ELDE EDILEN SEKANSLARDA OKUMA
HATALARININ TESPiTi VE DUZELTILMESI

GOKHAN DILEK

Karadeniz Teknik Universitesi
Fen Bilimleri Enstitusi
Bilgisayar Miihendisligi Anabilim Dali
Danmigman: Dr. Ogr. Uyesi ibrahim SAVRAN
2021, 111 Sayfa, 6 Sayfa Ek

Biyoinformatik caligmalar; genetik hastalik arastirmalari, hastalik tespiti ve tespit
edilen hastaliklara ¢ozlim iiretilebilmesi amaciyla DNA dizilimleri yontemleri lizerinde
yogunlagmistir. Genetik verilerin analizindeki temel problemler, bu veri dizilimlerinin
boyutlarina bagl karmasikliklarindan meydana gelmektedir. Bu karmasiklik, Yeni Nesil
Dizileme (YND) cihazlari tarafindan yapilan veri okuma hatasindan kaynaklanmaktadir.
Biiytik veri dizilimlerinin tek seferde okunmasi miimkiin olmadigindan, verilerin parcalar
halinde dizileme yapilabilmektedir. YND cihazlari yardimiyla biiyiik genetik verilerinin
okunmasi miimkiin kilinmistir. Ayrica YND cihazlari, genetik veri dizilimlerinin okunmasi
sirasinda %1 ile %3 arasinda hatali okuma gergeklestirmektedir. Bu ¢alismada, giiniimiizde
en yaygin kanser hastaliklarindan biri olan Braf Mirin Sarcoma Viral Onkogen Homolog
Bl (BRAF) gen mutasyonunun tespiti i¢in sik¢a rastlanan veri okuma hatasinin
diizeltilmesi iizerine bir yontem oOnerilmistir. Bu yontemde, Ulusal Biyoteknoloji Bilgi
Merkezi (NCBI) tizerinden paylasilan saglikli BRAF geni kullanilmistir. YND okumalari
simiile edilerek olusan hata oranlar1 ile orantili sentetik veri Uretilmistir. Hatali gen,
belirlenen derinlik boyutunda okunmus ve fasta formatinda kaydedilmistir. Referans
dizilim ile sekanslar karsilastirillmis ve hatalar tespit edilerek dizeltme islemleri

uygulanmistir.

Anahtar Kelimeler: Blylik Veriler, Biyoinformatik, Yeni Nesil Dizileme, DNA
Dizileme(Sekanslama), K-mer yontemi, Bloom Filter, Hash
Fonksiyonlari, BRAF Geni
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Bioinformatics studies have focused on genetic disease research, disease detection
and DNA sequencing methods in order to find solutions to detected diseases. The main
problems in the analysis of genetic data arise from the complexity of these data sequences
due to their size. This complexity is due to the data reading error made by Next Generation
Sequencing (YND) devices. Since large data arrays cannot be read at once, data can be
sequenced in chunks. With the help of YND devices, it has been made possible to read
large genetic data. In addition, YND devices perform erroneous reading between 1% and
3% during the reading of genetic data sequences. In this study, a method for the detection
of Braf Murin Sarcoma Viral Oncogene Homologous B1 (BRAF) gene mutation, which is
one of the most common cancer diseases today, has been proposed. In this method, the
healthy BRAF gene shared through the National Biotechnology Information Center
(NCBI) was used. Synthetic data were produced proportional to the error rates by
simulating YND readings. The faulty gene was read at the specified depth size and
recorded in fasta format. The sequences were compared with the reference sequence, errors

were detected and corrections were applied.

Key Words: Big Data, Bioinformatics, Next-Generation Sequencing, DNA Sequencing,
K-mer method, Bloom Filter, Hash Functions, BRAF Gene
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1. GENEL BIiLGILER

1.1. Giris

Genetik ya da kalitim bilimi, biyolojinin organizmalardaki kalitim ve g¢esitliligi
inceleyen bir dalidir. Tiirkgeye Almancadan gegen genetik sozciigii 1831 yilinda Yunanca
genetikos("genitif") sézciigiinden tiiretilmistir. Bu sozciigiin kokeni ise genesis("koken™)
sozcugline dayanmaktadir [1]. Genetik alanindaki ¢aligmalarin temeli Gregor Mendel'in
1866 yilinda bezelye bitkisi iizerinde yapmis oldugu melezleme deneyleri ile baslamistir
[2]. Mendel, 1856'da on yil siirecegi bir kalitim tiirlerinin arastirmasi projesine baglamist.
Arastirmalarina farelerle baslayip daha sonrasinda bitkilere ve bal arilarina ge¢misti, en
sonunda temel model organizma olarak bahge bezelyelerine karar vermistir [3]. Model
organizmalar, arastirmacilarin, belirli bilimsel sorunlar hakkinda en rahat sekilde
arastirmalar yapabilecegi laboratuvarda iiretilen organizmalardir. Arastirmacilar, model
organizma lizerinde ¢alismalar yaparak, insanlar {izerinde calisma yapilmasi kismen daha
zor olan organizmalar veya biyolojik sistemler icin de gegerli olan genel prensipleri
saptayabilirler. Mendel, bezelyeler iizerindeki caligmalarinda, boy, tohum rengi, ¢icek
rengi ve tohum sekli gibi yedi farkli 6zellikte kalitimlari incelemistir. Bu incelemede
oncelikle uzun boy-kisa boy gibi farkli 6zellige sahip bezelye filizlerini siniflandirmistir.
Bu filizleri, saf dol yani ebeveyne benzeyen yavru dol elde edilinceye kadar surekli
yetistirmisti. Sonrasinda bu saf dolleri c¢iftlestirerek Ozelliklerin nasil kalitildigini
incelemisti. Mendel, bitkilerin her kusakta nasil goriindiiklerine ek olarak da, her bir
ozelligi gosteren bitkileri tek tek saymisti. Carpict olarak, iizerinde ¢alismis oldugu yedi
Ozelligin tiimiin de kalitimsal olarak birbirine benzedigini fark etmisti [4]. Yapmis oldugu
deneyler sonucunda da giiniimiizde kullanilmakta olan baglica terimlerin de temeli
atilmistir. Mendel tarafindan bezelye calismasinda ki faktor olarak adlandirilan renk, boy

ve sekil dzellikleri giinlimiizde "gen" olarak adlandirilmaktadir [5].

Friedrich Miescher tarafindan 1869 yilinda hiicrelerin ¢ekirdeklerinde asidik 6zellikli
yeni maddeler kesfetmistirr Bu maddeler de gilinimiizde '"niikleik asit” olarak
adlandirilmaktadir. Friedrich v.a. tarafindan 1871 yilinda DNA'y1 (‘niiklein’) seklinde

tanimlayan ilk yayinlar1 basilmistir. 1882 yilinda Walther Flemming kromozomlari



tanimlamisgtir ve bu kromozomlarin hiicre boliinmesi sirasinda davranislarini incelemistir.
1884-1885 yillar1 arasinda Oscar Hertwig Vv.a, hiicrenin ¢ekirdeginin kalittimin temelini
icerdigini bagimsiz olarak kamitlamistir. Richard Altmann 1889 yilinda "nlklein™ i
"nikleik asit" seklinde yeniden adlandirmistir. 1909 yilinda Wilhelm Johannsen kalitim
birimlerinin tanimlanmasi i¢in "gen" kelimesini kullanmistir. 1928 yilinda Frederick
Griffith, yaptig1 ¢alismalar sonucunda "doniisiim prensibi" olarak adlandirilan bir bakteri
tiirliniin  6zelliklerinin bir bagka bakteriye aktarildigin1 kabul etmistir. 1929 yilinda
Phoebus Levene adenin (A), timin (T), guanin (G) ve sitozin (C) olmak (zere dort adet baz
iceren DNA'nin yapi taslarini tanimlamustir. 1944 yilinda, yaklasik on yillik 6zenli bir
deneyden sonra Avery ve meslektaglart Maclyn McCarty ve Colin McLeod tarafindan
"dontligiim ilkesi"nin deoksiriboniikleik asitten (DNA) yapildigini gostermislerdi. Bu
durum kalitsal bilginin DNA ile birlikte tagindigin1 ve DNA'nin genetik materyal olarak
islev gorebilecegini diisiiniiyorlardi. Bunun sonucunda DNA'nin bir parcast olan gen
kavrami da daha ¢ok anlam kazanmistir. Colette v.a. 1949 yilinda germ hiicrelerinin
cekirdeklerinin somatik hticrelerdeki DNA miktarinin yarisini igerdigini kesfetmisti. Bu
durum esey hiicresi olusumu durumunda kromozom sayisindaki azalmaya paraleldir.
DNA'min genetik materyal olmast gercegini daha fazla kanit saglamaktadir. 1949-1950
yillar1 arasinda Erwin Chargaff, DNA baz yapisinin tiirler arasinda degistigini tespit
etmistir, ancak bir tiir iginde DNA'daki bazlarin her zaman sabit oranlarda bulundugunu

belirlemistir: T'lerle ayn1 sayida A ve G'lerle ayn1 sayida C olarak ifade etmistir [5].

1953 yilinda James Watson ve Francis Crick, DNA'nin molekiiler yapisim
kesfetmistir: C'nin her zaman G ile ve A'nin her zaman T ile eslestigi bir ¢ift sarmal
yapisinin oldugu bilgisini sOylemistir. Bu durum da nikleik asitler daha c¢ok anlam
kazanmis ve DNA dizilim sisteminin de temel yapisi belirlenmistir. 1956 yilinda Arthur
Kornberg, DNA'y1 kopyalayan enzim olan DNA polimeraz1 kesfetmisti. Francis Crick
1957 yilinda, DNA'daki bilgilerin RNA yoluyla proteinlere ¢evrilmesini (central dogma)
onermistir. DNA'daki U¢li bazin her zaman protein i¢inde bir amino asit belirledigini

tahmin etmistir [6].

1961-1966 yillar1 arasinda Robert W. Holley ve meslektaslar1 74 niikleotitten olusan
tRNA molekiiliinii kesfederek genetik kodu kirmayi basarmiglard: [7]. Bunun sonucunda
DNA analizinin 6nemi artarak daha kolay analiz yapilabilmesi i¢in DNA analiz yontemleri

kesfetmeye c¢aligilmistir. Bu analiz yontemlerinin amacinda daha dogru gen dizilim genetik



kodunu bularak kalitsal hastalik tespiti ve hastaliga bagli olarak ilag tretimi, kimlik tespit

edilmesi gibi sorunlara ¢6zliim liretilmesi amaglanmaktadir.

1977 yilinda Allan Maxam, Walter Gilbert ve Frederick Sanger, DNA dizileme
yontemleri gelistirmistir [8]. Walter Gilbert ve Allan Maxam, birinci nesil DNA dizileme
yontemi olarak bilinen kimyasal kirilma yontemi gelistirmistir. Frederick Sanger ve
meslektaglari, birinci nesil DNA dizileme yontemi ile paralel olan daha uzun veri
boyutunda DNA parcalarinin dizilimini saglayan Sanger yontemini(zincir sonlandirma
yontemi) gelistirmistir [9]. Sanger yontemi, Maxam ve Gilbert yontemine gore daha ¢ok
verimli oldugu ve daha az kimyasal madde ve radyoaktivite gereksiniminden dolay1 kisa
zamanda daha ¢ok yaygmlasmistir [10]. Ancak Sanger yontemi, bitlin genomun veya
metagenomun (mikrobiyal toplulugun “kolektif genomu”) sekanslanmasi(dizilemesi) gibi
blyuk 6lgekli projeler i¢in verimsiz ve pahalidir [11]. Bu gibi gorevler icin ise daha ucuz

ve daha hizli olan yeni, biiylik 6l¢ekli siralama teknikleri gelistirilmesi diistiniilmiistiir.

Yeni nesil dizileme (YND) olarak bilinen devasa paralel sekanslama teknolojisi
biyolojik bilimlerde devrim yaratmigtir [12]. Ultra yiiksek performansi, dlgeklenebilirligi
ve daha hizli olmasi ile YND, aragtirmacilarin ¢ok cesitli uygulamalar1 gergeklestirmelerini
ve biyolojik sistemleri daha once hi¢ miimkiin olmayan bir diizeyde g¢aligsmalarin

saglamigtir.

1990 yilinda, insan genetik egitim setindeki iic milyar kimyasal iinitenin tiimiini
siralamak ve tanimlamak, hastaligin genetik kokenlerini bulmak ve daha sonra tedaviler
gelistirmek amaciyla "Insan Genom Projesi" baslatilmistir. Bu proje gore; insan
genomunun yaklasik 3.3 milyar baz ¢ifti oldugu belirlenmis ve proje bir "mega proje"”
olarak kabul edilmistir [13]. Bunun sonucunda biiyiikk verilerin analizinin yapilmasi
problemine ¢ozliim odakli ¢alismalar yapilmistir. Ciinkii geleneksel Sanger yontemi, biiyiik
verilerin dizileme analizi cok zaman almakla birlikte bu kadar biiyiik veriyi islemekte de
yetersiz kalmaktadir. Insan genom projesinin tamamlanmasindan sonra, yeni nesil dizileme
(YND) teknolojileri olarak adlandirilan yiiksek verimli ve hizli dizileme platformlarinin
onemi ¢ok fazla artmistir. Boylece biiyiik verilerin analizi ile kanser ve diyabet gibi yaygin
hastalik riskini artiran genetik varyantlarin tanimlanmasi ve tanimlanan hastaliga yonelik

¢oziimlerin tiretilmesinde yardimei olmasi planlanmistir.



1.2. Tez Calismasinin Amaci ve Onemi

Yeni nesil dizileme(YND) yontemler ile DNA diziliminin saklanabilmesi ve veri
tizerinde elde edilen sonuglarin analizi i¢in cihazlar gelistirilmektedir. Gelistirilen bu
cihazlarda DNA parcalarinin analizleri ¢ok daha kisa siirede gerceklestirilmektedir. Fakat
bu cihazlar, ¢cok biiyiik veri olan DNA'y1 pargali sekilde islem yaparak DNA dizilimi

olustururken rastgele boliimlerde niikleotidler eksik, yanlis veya fazla okumaktadir.

Bu tez calismasinda, yeni nesil dizileme yontemleri kullanilarak analizi yapilan
verinin lizerinde olugan okuma hatalarinin giderilmesi i¢in bir yontem Onerilmistir. Bu

yontemin asamalari:

I. Analizi yapilacak DNA verisinin belirlenmesi
Il. DNA dizileme islemlerinin analizi
[1l. Dizileme isleminin sekanslara ayrilmasi
IV. Benzersiz alt diziler olan k-mer yonteminin uygulanmasi
V. Bloom Filter yapisinin boyut ve sayisinin belirlenmesi
VI. Uygunluk degerine gére Hash Fonksiyonlarinin uygulanmasi
VII. Kullanilacak verinin belirlenen boyuttaki Bloom Filter iizerine kayit islemin
yapilmasi
VIIl. Sekanslarin k-mer yontemi ile tekrarli okuma islemi yapilmasi i¢in derinlik
belirlenmesi
IX. K-mer yontemine gore ayrilan sekans verilerinin belirlenen derinlikte tekrarl
okunmasi ile birlikte Bloom Filter tizerine kay1t isleminin yapilmasi
X. Sekanslama islemi sonrasinda her bir sekansin filtre igerisinde sorgulamasinin
yapilmast ve derinlik ile orantili sekilde uygun goriilen deger dogrultusunda filtre
tizerinden kontrol analizinin yapilmasi

Xl. Yapilan analiz sonucunda hata tespiti ve diizeltilmesi isleminin gergeklestirilmesi

Bu tez kapsaminda, Onerilen yontemin DNA {izerinde kalici hasar olusturabilen
mutasyonlarin tespitinde daha dogru sonuglar iiretilebilmesine yardimci olunacagi ve bu

konu iizerinde ¢aligma yapacaklara da yol gosterecegi umulmaktadir.



1.3. Temel Kavramlar

1.3.1. Genetik ve Kalittimin Kisa Tarihi

Genetik, sa¢ rengi, gz rengi ve hastalik riski gibi Ozelliklerin ebeveynlerden
cocuklarina nasil aktarildigi kalitsal bir ¢alismadir. Canlinin genetik bilgileri "genetik kod"
veya “genom” olarak adlandiriimaktadir. Genomlar deoksiriboniikleik asit (DNA) adinda

bir Kimyasaldan olusmaktadir ve viicut iginde hemen hemen her hiicrede saklanilmaktadir.

Genetigin kokenleri evrim teorilerinin gelisimine dayanmaktadir. 1858 yilindan
sonra Charles Darwin ve Wallace'in arastirma ¢alismasindan sonra tiirlerin kokeni ve tiir
degiskenliginin nasil gelistirildigi anlagilmisti. 1866'da “Modern Genetigin Babas1” olarak
adlandirilan Gregor Johann Mendel, bezelye icindeki Ozelliklerin mirasina iliskin
gozlemlerini tanimladigi  “Bitki Hibridizasyonunda Deneyler” adli  makalesini

yaymlamistir [14]. Kalitimin temellerini ti¢ temel miras kanunu ile 6nermistir:

e Eslestirilmis kalitsal belirleyicilerin gamet olusumu sirasinda esit olasilikta
ayrildigini belirten ayrigsma yasast;

e Baskin ve resesif gen kavramini tanitan egemenlik yasasi;

e Tiim kaliim faktorlerinin birbirinden bagimsiz calistifin1 6ne siiren bagimsiz

cesitlilik yasasi.

Carl Correns, Hugo de Vries ve Erich von Tschermak'in Mendel’in ¢esitli tiirler
uzerindeki gozlemlerini bagimsiz sekilde yeniden kesfettigi ve dogruladigr durumu 1900
yilina kadar unutulmustur. Hugo de Vries, farkli Ozellikleri “pangenes” in mirasindan
sorumlu birimler seg¢mistir. Glinlimizde "gen" olarak kisaltilmistir [14]. 1875 yilinda
Eduard Strasburger, Walther Flemming ve Edouard van Beneden, daha sonra W. von
Waldeyer-Hartz tarafindan “kromozom” olarak adlandirilan bir hiicresel maddeyi
tanimlamislardi, ¢linkii bu materyal bazofilik anilin boyalarini gii¢lii bir sekilde emdigini

gostermistir [15]. Bu gozlem Mendel’in ayrisma yasasi ve kalitsalligin temeli olarak



kromozomlar kurarak bagimsiz cesitlilik yasasi i¢in molekiiler agiklamalar saglanmistir
[16]. Daha sonra, Thomas Morgan ve Alfred Sturtevant, genlerin kromozom uzerinde
dogrusal bir diizende oldugunu belirten ve Drosophila'daki ilk dogrusal gen haritasini
olusturduklarmi belirten gen teorisini Onermistir [17]. 1928 yilinda Frederick Griffith,
fareler (zerinde kalitimin temelini incelemek igin farkli patojenik ozelliklere sahip iki
farkli Streptococcus pneumoniae susu (R ve S) kullanmustir. Oliimciil S tiirii, denegin
bagisiklik sistemine karsi koruyan ve pnomoniye neden olan bir polisakarit kaplama
ireterek “piirlizsiiz” koloniler olusturmustur. Patojenik olmayan R susu, bu kaplamay1
tiretme yetenegine sahip degildir ve bunun yerine, virlissiiz bakterilerin "puruzli™ bir
kolonisini olusturmustur. Griffith bir fareye 1s1 ile oldiiriilen bir S susu veya canli bir R
susu enjekte ettiginde, fare pndmoni gelistirmemistir, ancak bu iki susun bir kombinasyonu
enjekte ettiginde ise fare enfekte olmustur ve Olmiistiir. Sonug olarak, Griffith, 1s1 ile
Oldiiriilen S susundan canli R susuna, bir polisakkarit kaplamanin iiretimine ve daha sonra
Olimciil pnomoninin gelismesine yol agan bir bilesen transferi (Griffith tarafindan
"donlistiirme prensibi" olarak adlandirilmig olan) oldugunu ileri siirmistiir [18]. Kalitsal
materyalin bakterilerde DNA, RNA veya protein olup olmadigi net degildir. Milkemmel
nitelikteki in vitro(laboratuvar ortaminda hazirlanmig) enzim sindirim deneyi olarak
kullanan Oswald Avery, Maclyn McCarty ve Colin MacLeod, Griffith’in bakteriyel
doniisiim prensibinin proteaz ve riboniikleaz ile sindirildiginde patojenik sekilde oldugunu
ve deoksiriboniikleaz ile sindirildiginde aktivitenin kayboldugunu gostermistir [19]. Bu
durum Uzerine bakterilerde kalitsal materyalin DNA olduguna kanaat getirmislerdir.
Ayrica, 1952'de Alfred Hershey ve Martha Chase, memeli hayvanlarin kalin bagirsaginda
yasayan bakteri tiirlerinden biri olarak adlandirilan Escherichia coli'yi (E. coli) enfekte
eden bakteriyofaj T2 viriisii (faj) ile izotopik etiketleme deneyleri kullanarak DNA'nin bir
virlis i¢inde kalitsal materyal oldugunu gostermistir [20]. Fajin siilfiir agisindan zengin
protein ve fosfor agisindan zengin DNA igerdigi bilinmektedir. Bu nedenle, protein veya
DNA'nin kalitsal materyal olup olmadigini belirlemek icin faj ve E. coli'yi hem "32P"
ortaminda hem de "35S" ortaminda ayr1 olarak kiiltlirlenmistir. DOl fajlari, ilgili izotoplarla
etiketlendikten sonra, yeni E. coli ile inkiibe edilmisti, burada etiketli fajlar, kalitim
materyallerini ¢ogaltma i¢in E. coli'ye enjekte edilerek etiketsiz E. coli'yi enfekte
edilmektedir. Daha sonra enfekte olmus E. coli'nin disinda birakilan eski faj katlari, E. coli
icindeki kalitsal materyalden ayirt etmek icin bir mutfak karistiricis1 kullanilarak ortamdan

ayristirilmistir. Son olarak, yeni dol fajlar1 E. coli'den ayrildiginda, analiz edildi ve "32P"



ortam kultirinden kaynaklanan fajin, orijinal "32P"’nin %30'undan fazlas1 korunurken,
"35S" ortam kiiltiiriinden kaynaklanan fajin orijinal etiketlemenin %]1'inden daha azini
muhafaza etmektedir. Sonug olarak, DNA’nin bakteriyofaj T2 viriisii igin Avery ve ark.'nin
yapmis olduklar1 kesifi destekleyen kalitsal materyal oldugu sonucu ¢ikarilmistir. Bu
kesifler ayrica DNA'nin evrensel kalitsal materyal olabilecegini ileri stirilmiistiir [14,19].
Devam eden calismalar sonrasinda da karsilastirmali anatomiden onkolojiye kadar uzanan

disiplinlere genetik kavramlar, genetik prensipler ve genetik metodolojiler asilanmaktadir.

Yirmi birinci ylizyilin ilk yirmi yilinda bu egilim sadece genigletilmistir. Bu nedenle,
bilim adamlariin, bilimin nasil ¢alisti§ini, diinya hakkinda ne sdyledigini ve genlere ¢ok
fazla odaklanan bir toplumda yasayan insanlar iizerinde ne gibi etkileri oldugunu anlamak
icin genetige daha ¢ok yonelimi olmaktadir. Yirmi birinci yiizy1l biliminde genetik, gebelik
oncesinde laboratuvar ortaminda olusturulan embriyolar iizerinde yapilan bir genetik
tarama testi olan preimplantasyon genetik teshisi(PGT) gibi lireme tarama teknolojilerinde,
hangi tiirlerin tehlikede oldugunun degerlendirilmesinde, antibiyotige direngli bakterileri,
kalitimsal bozuklar gibi birgok hastaliga yon gostermek icin bir¢ok arastirmalara konu
olmaktadir. Bu sureci anlamak ve potansiyel olarak kontrol etmek icin de bir nesilden
digerine ozellik aktariminin kaliplarina ve mekanizmalarina odaklanilmasi gerekmektedir.
Bu durum genetigin benzersiz bir ¢alisma alani olarak sekillendirilmektedir [21]. Bilim
adamlar1 genetik ¢aligmalari ile bireyden alinan genetik bilgiler yardimiyla bir¢ok hastaligi

teshis etmek, tedavi etmek, 6nlemek ve iyilestirmek i¢in kullanmay1 amaglanmaktadir.

1.3.2. DNA Arastirmalarimin Kisa Tarihi

Bilim adamlari, kalitsal maddi kimlik arayisinin yami sira DNA arastirmalarini
ilerletmek i¢in inanilmaz ilerleme kaydedilmistir. 1869 yilinda Friedrich Miescher,
yakininda bulunan bir cerrahi kliniginden topladigi kirli bandajlar Uzerinde bulunan irin
icinde beyaz kan hiicrelerinden “niiklein” adin1 vermis oldugu asidik materyali izole
edilmistir. O donemde yaygin olarak kullanilan bir bilesim analizi teknigi olan yanma
deneyleri kullanilarak, niikleinin protein ve diger organik molekiillerde yaygin olarak

bulunan karbon, hidrojen, azot ve oksijen elementlerinden olustugunu kesfedilmistir.



Caligma sonucuna gore, protein i¢inde dnemli bir bilesen olmayan, ancak proteinde yaygin
olan kikart bulunmayan fosfor bulunmustur. Miescher ayrica, asit/baz ilavesi ile proteaz
sindirimi ve c¢ozunurluk testleri ile nlkleinin bilinen protein tdrlerinden veya bilinen
herhangi bir molekiilden farkli bir madde kategorisi olduguna ¢alismalar sonucunda ikna

olmustur [14,22].

Miescher’in ¢alismalarinin ardindan Albrecht Kossel, niikleik asidin yap1 taslarini
bazlar, sekerler ve fosforik asitler olarak tamimlanmistir. Julius Bodo Unger ile birlikte
hidroliz ve yanma deneylerini kullanarak dért farkli DNA bazim kesfedilmistir. Ornek
kaynaklarina goére: guanin(guano” olarak bilinen deniz kuslarmin diskisindan) [22],
adenin(okiiz pankreasindan kesfedilmistir, Yunancada "aden-" o©nekinden gelen),
timin(buzagi timusundan oldugu gibi) [23] ve sitozin (hicrelerden oldugu gibi “sito-"

Oneki) [24] olarak azot igeren bilesikler olarak adlandirilmistir.

1929'da Phoebus Levene, cesitli kimyasal deneyler tarafindan belirlenen molekiiler
formiile dayanan bir "tetraniikleotid" yapisi Onerilmistir; burada dort farkli DNA

niikleotidi, bilimsel toplum tarafindan yaygin olarak kabul edildiginde siralanmaktadir

[25].

Colette Vendrely ve Roger, akil hocasi olan Andre Boivin ile birlikte DNA yapisinin
kalitsal materyal oldugu 6nermesine daha fazla destek saglamislardir. Ayni canlinin tiim
somatik hucreleri esit miktarda DNA bulundurdugunu ve gametogenez esnasinda daha
once gozlemlenmis olan kromozom eylemi ile uyum saglayarak, sperm hiicreleri

¢ekirdeginde bulunan DNA miktarinin iki katini igerdigini kanitlamiglardir [26].

1950'de Erwin Chargaff, Levene'nin "tetraniikleotid" hipotezini reddetmisti ve adenin
(A) timin (T) ve sitozin (C) guanin (G) miktarlarmin her zaman kagit kromatografisi
kullanilarak esit miktarlarda meydana geldigini ancak ATGC'nin nispi miktar1 bir¢ok tiirde
1:1:1:1 olmadigm1 gostermektedir. Bu gozlem sayesinde, dogru DNA yapisinin
¢ikarilmasinin yolunu agmaktadir. Ayrica Chargaff DNAmin C+G igerigi farkli tiirlere
gore %22 ila 73 arasinda degisebildigini, fakat ayni organizmada tiim hiicrelerde sabit
kaldigini gozlemlemistir [27]. 1952 yilinda Rosalind Franklin tarafindan elde edilmis olan
B-formu DNA'min bi¢imli X-igin1  kristalografi sonuglari  tzerine Cambridge
Universitesi'nden Francis Crick ve James Watson, DNA yapisinin sifrelerini ¢6zmek igin

onceki ¢alismalardan 6nemli kanitlar1 birlestirmislerdir [28]. Calisma sonras1 1953'te Eagle



Pub'da tnli DNA ¢ift sarmal konformasyonunu onerilmistir. Bu 6nerilen modelde, A ile T
baz c¢ifti, C ile G baz c¢ifti hidrojen bagi olsa da esit oldugunu gostermistir, bu da
Chargaff'in esit miktarda A: T ve C: G g6zlemi igin iyi bir agiklama saglamaktadir. Watson
ve Crick'in 1953'teki Nature makalelerinde dogru bir sekilde belirttigi gibi:
"Yaymladigimiz spesifik eslestirmenin genetik materyal i¢in olast bir kopyalama
mekanizmasint onerdigi dikkatimizden kagmamistir”" seklinde agiklamislardir [6, 28]. O
yillardan beri, birgok DNA yapis1 farkli sartlar altinda X-isimm1 kristalografisi ile
cozllebilmektedir. Cift kath DNA (dsDNA) igin en yaygin yapi, nispeten diisiik tuz ve
yuksek nem kosullar1 altinda olugmakta olan sag doniisli B-formu seklinde
belirtilmektedir. Yap1 igerisinde bazlar, genis bir ana oluk (tabanlarin kenar1) ve dar bir
kiglk oluk (fosfat omurgasimin ve sekerlerin kenari) ile sarmal eksene dik olacak sekilde
ifade edilmektedir. Her bir sarmal doniis icin 10.5 baz ¢ifti (bp) olusmaktadir [29]. DNA
kristalleri yiksek tuz ve dehidrasyon kosullarinda biiyitildiginde, A-formu DNA
go6zlenebilmektedir [30]. Bu DNA sarmal doniis basina 11 bp ile sarmal eksene gore egimli
tabanlarla sag el doniislii olarak kullanilmigtir. B-DNA ile karsilastirildiginda, A-DNA'nin
ana olugu derin ve dar olarak belirtilmis, kiiclik oluk sig ve genis sekilde gosterilmistir.
DNA'nin fizyolojik kosullar altinda yaygin olarak olusamadigi diisiiniilse de A-formu igin,
seker tizerindeki 2'-hidroksil grubuna bagl olacak sekilde ¢ogu ¢ift zincirli RNA (dsSRNA)
konformasyonu olarak aciklanmistir. 1979'da Alexander Rich ve meslektaslari, belirli
sekans baglaminda veya belirli asir1 kosullar altinda (3 M MgCI2 veya NaCl gibi veya
alkol ilavesi ile) DNA'nin asir1 s1g bir ana oluk ve her turda 12 bp ile ¢ok derin ve dar bir
kiiglik oluk ile sola donislii bir konformasyon alabilmesini agiklamiglardir. Fosfat
omurgalart A- ve B-form DNA'sinda bulunan diiz ¢izgiler yerine zikzak gizgiler
icerdiginden, bu yeni DNA konformasyonuna Z-DNA ad1 verilmektedir [31]. Olusum ig¢in
zorlu kosullar nedeniyle, birkag protein ailesinin bu yapiya yiiksek 6zgiilliigli oldugu tespit
edilene ve biyolojik roliine isaret eden Z-DNA'nin biyolojik dnemi siiphe edilmektedir
[32].
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1.3.2.1. Protein Tamima icin DNA Yapisal Temelleri

Hicrelerdeki genomik DNA, ¢ift sarmal yap1 seklinde bulunmaktadir ve genetik

bilgilerin aktarilmasi ve korunmasi i¢in birincil substrat gorevi gormektedir. DNA igine

gomulu olan bilgilerin, hicresel faaliyetleri diizenlemek i¢in proteinler tarafindan okuma

islemi yapilmasi gerekmektedir. Ozel protein tanima olay1, dolayli ve dogrudan okumalarin

kombinasyonu seklinde gerceklestirilmistir. Sekil 1.1’de DNA molekiilii sarmal yapisi

gosterilmektedir [33-35].

34 nm

Niikleotit
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&
Hidrojén baglan
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Deoksiriboz sekeri Fosfat

Sekil 1.1. DNA molekullnan ¢ift(ikili) sarmal yapisi

Dogrudan protein okumasi, hidrojen baglanmasi (H-bond) ve Van Der Waals'in

protein yan zincirleri arasindaki etkilesimleri ve esas olarak DNA baz ¢iftlerinin ana olugu

ile belirtilen yap1 tamamlayiciligi ile elde edilmektedir.
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Sekil 1.2. DNA'nin hidrojen bagi verici/alict modeli

Sekil 1.2 DNA'nin biiyiik ve kiigiik oluklarindaki hidrojen bag1 verici / alict modelini
gostermektedir. H-bagi dondérleri mavi “D”, H-bagi alicilart kirmizi “A” ile, hidrofobik

metil grubu yesil “M” ile isaretlenmistir.

Proteinler, B-DNA'nin ana oluguna bir "tanima" alfa sarmali ekleyereck DNA ana
oluguna dogru isaret edilen DNA fonksiyonel gruplari tarafindan sergilenen benzersiz H-
bagi verici / alict modelini sorgulayabilme iglemi yapabilmektedirler [36]. Sekil 1.2'de
gosterildigi gibi, H-bagi verici / alict modeli, baz ¢iftlerinin kimligi ve yonliligi ile
degismektedir. T'nin -CH3 grubu, Van Der Waals etkilesimlerine katkida bulunan
hidrofobik bir gruptan olugmaktadir; sitozin -C4 ve adenin -C6'nin amin gruplarinin
hidrojenleri H-bag1 dondrleri(verici) olarak gosterilmistir(Sekil 1.2'de D); N7 ve guaninin -
Cé6'sinin karbonil oksijeni, adenin N7'si ve timinin -C4'0nln karbonil oksijeni H-bagi
alicilart olarak gosterilmistir (Sekil 1.2'deki A). H-bagi modeli her iki yonde bulunan her
baz cifti icin benzersiz sekilde gosterilmektedir. Kuciuk oluk desenleri daha az
degiskenliktedir. Sadece G:C / C:G baz ciftlerini A:T / T:A baz ¢iftinden H'nin baglanan
N2'sinden H-bagi dondrii(verici) seklinde ayrilmaktadir. Ust iiste bindirilmis kristal
yapilar, G:C / C:G ve A:T / T:A'min yonluligi, bu iki baz ¢ifti icin iki yonli H-bagi

alicilarinin neredeyse ayni konumlari sebebiyle ayirt edilemedigini gostermektedir [37].

Dolayli sekilde protein tanima Ozgiilligli, baglayicilik i¢in gerekli dogru

konformasyonun varsayilmasi kolayligiyla elde edilebilmektedir. Bu, DNA dizisi baglami
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tarafindan temelde modiile edilen dSDNA'nin DNA esnekligine ve yapisina (oluk genisligi,
baz ¢ifti biikkiim, vb.) bagli olarak ifade edilmektedir.

1.3.3. RNA Arastirmalarinin Kisa Tarihi

1868 yilinda Niikleik asitler Friedrich Miescher tarafindan kesfedilmistir [5, 38].
Daha sonra c¢ekirdegi olmayan prokaryotik hiicrelerin de niikleik asitler icerdigi
kesfedilmigtir. RNA'min protein sentezindeki gorevinin 1939 yilinda oldugu
stiphelenilmistir [39]. Severo Ochoa, laboratuvarda RNA sentezi yapabilen bir enzim
kesfinden sonra Arthur Kornberg ile paylasmis oldugu 1959 Nobel Tip Odiilii'nii
kazanmistir [40]. Sonraki zamanlarda, Ochoa tarafindan kesfedilen bu enzimin RNA

sentezinden degil RNA bozulmasi yapabildigi gosterilmistir.

1965 yilinda Robert W. Holley tarafindan bir maya tasiyict RNA(tRNA)'sinin 77
niikleotitinin dizilimi bulunmustur [41]. Bundan dolay1 Holley, Marshall Nirenberg ve Har
Gobind Khorana ile birlikte 1968 Nobel Tip Odiilii'nii kazanmustr.

1967'de Carl Woese, RNA'nin katalitik olabilecegini ileri siirmiistii ve ilk yasam
formlarinin (kendi kendini kopyalayan molekiiller) hem genetik bilgi tasimak hem de

biyokimyasal reaksiyonlar1 katalize etme gdrevini RNA'nin yapabilecegini 6ne slirmiistiir

[42].

1970'erin baslarinda ters transkriptaz ve Retro virusler kesfedilmistir. ilk defa
enzimlerin RNA'y1 DNA'ya kopyalayabildigini, genetik bilgilerin iletimi i¢in genel rotanin
tersine oldugu gosterilmistir. Bu ¢alisma ile David Baltimore, Howard Temin ve Renato
Dulbecco 1975 yilinda Nobel Odiilii'ne layik goriilmiistiir. Walter Fiers ve ekibi 1976
yilinda, bir RNA virls genomunda bakteriyofaj MS2'nin ilk tam nukleotit dizilimini
belirlemislerdir [43].

1977 yilinda hem hticresel genlerde hem de memeli virlslerinde RNA birlestime ve
intronlar kesfedilmistir, bunun sonucunda Philip Sharp ve Richard Roberts'a 1993 yilinda

nobel odiili verilmistir. 1980'lerin  basinda katalitik RNA molekiilleri(ribozimler)
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kesfedilmistir ve bunun iizerine 1989 yilinda Thomas Cech ve Sidney Altman'a Nobel
Odiilii verilmistir. 1990 yilinda Petunya‘da, tanitilan genlerin, su anda RNA miidahalesinin

bir sonucu oldugu bilinen, bitkinin kendisinin benzer genlerini susturdugu bulunmustur

[44, 45].

RNA, bilinen bltin yasam formlarinda gerekli olan ¢ ana makro-molekullerden
(protein ve DNA ile birlikte) biri olarak bilinmektedir. RNA'nin kimyasal yapisi DNA'ya
cok benzemektedir, ancak iki temel farki bulunmaktadir:

a) RNA seker ribozu igerirken DNA farkli seker olan deoksiribozu (bir oksijen atomu
olmayan bir tlir riboz) icermektedir.
b) RNA niikleobaz urasil icerirken DNA timin icermektedir (urasil ve timin benzer

baz-eslestirme Ozelliklerine sahiptir).

Mesajcit RNA (mRNA), hiicrelerden protein sentezi bolgeleri bulunan DNA'dan
ribozoma bilgi tasiyan RNA g¢esididir. MRNA'nin kodlama yapisi Uretilen proteindeki
amino asit dizilimini belirlemektedir. Bununla birlikte, bircok RNA proteini
kodlamamaktadir. Bu durum transkripsiyonel ¢iktinin yaklasik olarak %97'si dkaryotlarda
protein olmayan kodlamalar icermektedir. Bu kodlanamayan RNA'lar (ncRNA) kendi
RNA genleri tarafindan kodlanilabilmektedir, fakat mRNA intronlarindan da
thretilebilmektedir. Kodlanamayan RNA'larin en belirgin 6rnekleri, her ikisi de ¢evirim
isleminde yer alan transfer RNA (tRNA) ve ribozomal RNA (rRNA) seklindedir. RNA
isleme, gen diizenleme ve diger gorevlerde rol alan kodlayici olmayan RNA'lar da
bulunmaktadir. Bazi RNA'lar, diger RNA molekiillerinin baglanmasi ve kesilmesi gibi
kimyasal reaksiyonlar1 ve ribozomdaki peptit baglari  olusumunu katalize
edebilmektedirler; bunlar ribozimler olarak da adlandirilmaktadir [46]. Sekil 1.3°te RNA

molekiiliiniin sarmal yapis1 gosterilmektedir [47].
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Sekil 1.3. RNA molekulinin sarmal yapisi

1.3.4. DNA ve RNA Karsilastirmasi

DNA ve RNA, bitin yasamin temelini olusturan genetik bilgilerin depolanmas1 ve
okunmasi isleminden sorumlu olan hicre biyolojisinin en 6nemli molekulleri olarak
bilinmektedir. Her ikisi de bazlar, sekerler ve fosfatlardan olusan dogrusal polimerlerdir,
fakat ikisini ayiran bazi 6nemli farkliliklar bulunmaktadir. Bu ayirict durumlar, iki
molekilin birlikte calisabilmesini  ve temel gorevlerini  yerine getirebilmesini
saglamaktadir. Tablo 1.1’de DNA ve RNA karsilastirilmasi1 gosterilmektedir [48].
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Tablo 1.1. DNA ve RNA Karsilastirilmasi

KARSILASTIRMA

DNA

RNA

Fonksiyonlar

Bir organizmada bulunan bitin
genetik bilgiler i¢in bir taslaktir.
Genetik bilgileri depolanir ve

cogaltilir.

DNA
bilgileri, proteinlerin olugmasi i¢in
bir

doniistiiriir, daha sonra ribozomal

icinde bulunan genetik

formata

kullanilabilir

protein boliimiine taginilir.

Yap1

Cift sarmal olarak diizenlenmis
iki iplikten olugmaktadir. Bu
olarak

iplikler niikleotit

adlandirilan  alt  birimlerden
Her
5-karbon
bir

azotlu baz bulunmaktadir.

olusmaktadir. niikleotid
bir

molekuly,

icin seker

fosfat ve bir

Sadece tek ipligi bulunmaktadir,
fakat DNA gibi nikleotitlerden
olusmaktadir. DNA dizilerine gore
RNA dizileri daha kisadir. RNA
bazen ikincil bir ¢ift sarmal yapi
olusturur, ancak sadece aralikli

olarak.

Uzunluk

RNA’ya gore ¢ok daha uzun bir
polimerdir. Ornek olarak; bir
kromozom, ¢oziildiigiinde
birka¢ santimetre uzunlugunda
olabilecek tek, uzun bir DNA

molekiilii seklindedir.

RNA  molekiillerinin  uzunlugu
degiskenlidir, fakat uzun DNA
cok daha

polimerlerine  gore

kisadir. Biiyiilk RNA molekdlleri
baz gifti

sadece birkag bin

uzunlugunda olabilmektedir.

Seker

DNA'daki seker grubu,
RNA'min ribozundan bir tane
daha az hidroksil grubu bulunan

deoksiribozdur.

hidroksil

bulunmayan

RNA, deoksiribozun
modifikasyonlari
molekiilleri

riboz seker

icermektedir.

Baz

DNA'daki bazlar; Timin("T"),
Adenin("A"), Sitosin ("C") ve
Guanindir("G").

RNA'daki bazlar; Adenin ("A"),
Urasil ("U"), Guanin ("G") ve
Sitosindir ("C").

Baz Ciftleri

Adenin ve Timin ¢ifti (A-T)
Sitosin ve Guanine ¢ifti (C-G)

Adenin ve Urasil ¢ifti (A-U)
Sitosin ve Guanine ¢ifti (C-G)




Tablo 1.1’in devami
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tutma adina bir molekil icgin
yararli olan RNA'ya gore daha

kararl1 bir molekiile sahiptir.

KARSILASTIRMA DNA RNA
Nikleolusta olusmaktadir.
Cekirdekte bulunmaktadir,
] ] ] Olusan RNA tipine gore
Konum mitokondride az miktarda DNA
sitoplazmanin 6zel bolgelerine
da bulunmaktadir. )
dogru hareket etmektedir.
Daha az oksijen bulunan | Riboz sekeri igeren RNA,
hidroksil grubu iceren | DNA'ya gore daha reaktiftir.
deoksiriboz sekeri sebebiyle | Alkalin kosullarinda  kararh
Reaktivite DNA, genetik bilgiyi giivende | degildir. RNA’nin daha biiyiik

sarmal kanallari, enzimlerin
saldirisina daha kolay maruz

kaldig1 anlamina gelmektedir.

. Ultraviyole isiklarindan | UV 1s1gindan  kaynaklanan
Ultraviyole (UV)
. kaynaklanan hasarlara karsi | hasara DNA'dan daha
Hassasiyeti \ .
savunmasizdir. direnclidir.
1.3.5. Biyoinformatik
Biyoinformatik, bir¢ok acidan biyolojinin diger dallarindan farkli olmayan

blydleyici ve yenilikci bir bilim olarak nitelendirilmektedir. Ulusal Biyoteknoloji Bilgi

Merkezi (NCBI), biyoinformatigi; bilgisayar bilimi, biyoloji ve bilgi teknolojisi olarak

Sekil 1.4°te goOsterildigi gibi tek bir disiplin sisteminde birlestigi bilim alani olarak

tanimlamistir. Alanin nihai amaci, yeni biyolojik kavrayislarin yani sira biyolojide

birlestirici ilkelerin ayirt edilebilecegi kiiresel bir bakis acis1 olusturmaktir. Ozellikle veri

setlerinin biiyiik ve karmasik olmasi biyolojik verilerin anlagilmasi igin yazilim araglar1 ve

yontemler gelistiren bir alandir. Biyolojik verilerin analiz edilmesi ve yorumlanmasi igin

biyoloji, bilgi mithendisligi, bilgisayar bilimi, matematik ve istatistikleri birlestirmektedir

[49].
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Bilim

Biyoloji & Diger
Doga Bilimleri

Bilgisayar Bilimi

Bilgisayar Miihendisligi Biyoinformatik

Bilgi Teknolojisi

Matematik ve
Istatistik

Sekil 1.4. Perspektifte biyoinformatik

Biyoinformatik gelistiricileri matematikgiler, istatistikciler, bilgisayar bilimcileri,
yazilim miihendisleri arasinda degisim gosterebilmektedir. Biyoinformatik veri
kullanicilari, son yirmi yilda olusturulan genis gen veri tabanlarmi ayiklamak igin
gelistiriciler tarafindan olusturulan aracglar1 kullanarak belirli problemlerin ¢dziimlerinde
yararli bilgileri elde etmek i¢in hem endiistriden hem de akademik cevreden bilim
adamlaridir.  Biyoinformatik verileri, pratik olarak sinirsiz  sayida gorev igin

kullanilmaktadir. Ornek olarak [49, 50];

(1) Bir filogeni boyunca sekansin evriminin incelenmesi, genetik sapma yoluyla hangi
boliimlerin  degistigini  (genellikle bu bolgeler "6nemsiz DNA" veya vasat
fonksiyonel 6neme sahiptir) ve dogal seleksiyonla degistirilen veya siirdiiriilen (bu
bolgeler genel olarak yiiksek fonksiyonel dneme sahiptir) ¢alismalar,

(2) Homolog olup olmadiklarini belirlemek igin yeni bir sekansin bilinen sekanslarla
karsilastirilmasi,

(3) Evrimin biiyiik 6l¢ekli modellerini incelemek igin tiim genomlarin karsilastirilmas,
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(4) Eksprese Edilen Sekans Etiketleri (EST) sekanslarindan genlerin yeniden
yapilandirilmasi; EST, klonlanan ve dizilenen - daha sonra genel gen veri
tabanlarina birakilan eksprese edilen kisa gen parcalaridir. Bir 'sifir veritabant'
verildiginde veya baslamak icin higbir bilgi verilmediginde, hangi dizilerin
birbirine uymasi gerektigini ongérmek icin Ortiisme bdlgeleri kullanilarak tiim
tamamlayict DNA (cDNA) molekiillerinin yeniden yapilandirilmast miimkiindiir.
Ayrica, farkli bir tiirden bilinen bir sekans gz oniine alindiginda, EST'ler bitisik
veya bitisik sekansin olusturulmasina izin vermek i¢in iist iiste binen uglari ile bu
sablona hizalanabilmektedir.

(5) Proteinlerin ailelere gruplanmasi; Genler tarafindan kodlanan proteinleri siiper
aileler ve aileler olarak siniflandirmak i¢in ¢ok fazla ¢alismalar yapilmaktadir.
Protein sekanslari giderek artan sayida yontem kullanilarak karsilastirilabilir,
bunlarmn iligkisi Olciilebilir ve yakindan iligkili proteinlere aileler atanabilir
olabilmektedir. Gruplama "Gen Bankas1" 'ndaki bir sekansin digerleriyle etkili bir
karsilastirmasini igerse de, bu durum (2)'nin bir uzantisidir. Gen Bankasindaki dizi
sayist ¢cok fazla oldugundan, bu uzun zaman almaktadir, bu nedenle gruplar1 daha
az sayida diziye gore modellemek i¢in akilli yontemler kullanilmaktadir. Protein
Aileleri (Pfam), proteinleri ailelere gruplandirmak ve bundan elde edilen bilgileri
hem kullanisli hem de erisilebilir hale getirmek i¢in matematik kullaniminin son

derece iyi bir 6rnegidir.

1.3.5.1 Biyoinformatik Verilerin Yapisi

Biyoinformatik alaninda kullanan iki onemli biiylik Olcekli faaliyet Genomik ve
Proteomiktir. Genomik, genomlarin analiz edilmesini ifade etmektedir. Bir genom,
nesilden nesile aktarilan kalitsal materyali kodlayan DNA dizilerinin tamami olarak
diistintilebilmektedir. DNA, iki konjuge ipligin ¢ift sarmali olarak bulunmaktadir ve (A, C,
G, T) dort harften olusan tek boyutlu sembolik bir dizi olarak ele alinmaktadir. Bu DNA
dizileri, genomun igindeki tlim genleri (ebeveynden yavrulara gegirilen fiziksel kalitim
birimi ve fonksiyonel) ve transkriptleri (genetik bilginin kodunun ¢6zulmesi igin ilk adim

olan RNA kopyalarini) igermektedir. Bundan dolayr genomik, bir organizmadaki
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transkriptler ve genler de dahil olmak Gzere bitiin genomik varliklarin analizini ve dizilimi
seklinde ifade edilmektedir. Ayrica Proteomik, bitun protein veya proteom setinin

analizini géstermektedir [51].

Asagida ki Ornekte Buyuk Benekli Kiwi (Apteryx Haastii)’nin bir DNA pargasi

gosterilmistir;
... GATCCTGACCA TGAACCTAAGCTTCTTCGACCAATT...

Bir proteinin amino asit sekansi, [A (Adenin), G (Guanine), C (Sitosin), T (Timin)]
Tablo 1.2'de gosterildigi gibi baz tgliisii kullanilarak kodlanilmaktadir. Bir niikleotit
sekansinin sifresinin ¢dzlilmesi, sekansin ¢l (yani 3 niikleotit bloguna) sekilde

birlestirilmis ve daha sonra asagida gosterilen tablodan bakilmasini gerektirmektedir.

Tablo 1.2. Evrensel genetik kod

T C G A
Phe Ser Tyr Cys T
- Phe Ser Tyr Cys C
Leu Ser STOP STOP A
Leu Ser STOP Trp G
Leu Pro His Arg T
c Leu Pro His Arg C
Leu Pro Gin Arg A
Leu Pro Gin Arg G
lle Thr Asn Ser T
A lle Thr Asn Ser C
lle Thr Lys Arg A
Met Thr Lys Arg G
Val Ala Asp Gly T
G Val Ala Asp Gly C
Val Ala Glu Gly A
Val Ala Glu Gly G
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Tekrarlamanin baslayacagi ti¢ farkli okuma karesi vardir ve boylece iki Yon amino

asitlerin alt1 aday dizisi Ek Tablo 1’de gosterilmistir [49, 51].
Ek Tablo 1°de birinci yon: “SOL” ‘dan elde edilen diziler;

» Birinci Dizi = ( Asp, Leu, Asp, His, Glu, Pro, Lys, Leu, Leu, Arg, Pro, lle)
> lkinci Dizi = ( lle, Leu, Thr, Met, Asn, Leu, Ser, Phe, Phe, Asp, GIn)
> Uclinci Dizi = ( Ser, STOP, Pro, STOP, Thr, STOP, Ala, Ser, Ser, Thr, Asn)

Ikinci yon: “SAG” “dan elde edilen diziler;

» Dordlnci Dizi = ( Leu, Thr, Ser, Phe, Phe, Glu, Ser, Lys, Tyr, GIn, Ser, STOP )
» Besinci Dizi = ( STOP, Pro, Ala, Ser, Ser, Asn, Pro, Ser, Thr, Ser, Pro)
» Altnci Dizi = ( Asnh, Gln, Leu, Leu, Arg, lle, GIn, Val, Pro, Val, Leu)

Bir DNA sekansi, ayni niikleotit bilesenine sahip olanlar da bile belirli bir tiiri
tanimlamaktadir. Bu niikleotit yapisi, en temel yapr seviyesidir. Bundan dolay1 yapinin
daha yiiksek seviyelerini de tanmimlamaktadir. Bir DNA sekanslama isleminden sonraki

adim, Tablo 1.3'te gosterildigi gibi iginde farkli fonksiyonel bolgeler bulmaktadir [52].

Bir protein dizisi yirmi farkli Amino Asit tlirlinden olusmaktadir. Amino asitler
proteinlerin temel yapisal birimleridir. Bir alfa-amino asit, bir amino grubu, bir hidrojen
atomu, bir karboksil grubu, ve bir karbon atomuna bagli sekilde, R-karboksil grubuna

bitisik oldugu i¢in alfa-karbon adinda ayirt edici bir R grubundan olusmaktadir [52].

Tablo 1.3. Amino asit kodlar1

3-Harf 1-Harf Amino 3-Harf 1-Harf
Kodu Kodu Asit Kodu Kodu

Amino Asit

Alanin Ala A Losin Leu L

Arjinin Arg R Lizin Lys K
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Tablo 1.3’(in devam

Amino Asit 3-Harf 1-Harf Amino 3-Harf 1-Harf

Kodu Kodu Asit Kodu Kodu
Asparajin Asn N Metiyonin Met M
Aspartat Asp D Fenilalanin Phe F
Sistein Cys C Prolin Pro P
Glutamin Gln Q Serin Ser S
Glutamat Glu E Treonin Thr T
Glisin Gly G Triptofan Trp W
Histidin His H Tirozin Tyr Y
izol6sin lle ! Valin Val Vv

Tipik bir veritaban1 yonetim sistemi, tablolarda depolanan verileri sorgulamak ve
almak icin gili¢lii mekanizmalara sahiptir, ancak yukaridaki ornekteki gibi (biiytik benekli
kivi  DNA yapisi) biiyiikk dizelerde arama yapmak icin ideal degildir. Bu,
biyoinformatiklerin veri isleme i¢in kendi 6zel araclarina ihtiyag duydugu anlamina

gelmektedir.

1.3.5.2 Biyoinformatik Arastirmalar I¢in Yazilim Araclan

Cok fazla mevcut veri sebebiyle, ginimiizde biyomedikal verilerin bilgisayardan
alinabilmesi ve analizi ¢ok Onemli hale gelmistir. Biyoinformatik igin arastirmay1

kolaylagtiran yazilim aracglar1 genellikle;

(1) Veri alma araglari,
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(2) Sekans karsilastirma araglari,
(3) Model kesif araglar1 ve
(4) Gorsellestirme araglar1 seklinde dort kategoriye ayrilabilir.

1.3.5.2.1 Veri Alma Araclan

Veri alimi i¢in ana ara¢ olan Entrez sistemi kullanilmaktadir. Bu sistem, NCBI
tarafindan gelistirilen, literatiir, niikleotid ve protein dizileri, tam genomlar ve ilgili veriler
dahil olmak tizere ¢ok ¢esitli veri alanlarina entegre erisim saglayan entegre bir veri erisim
sistemi olarak nitelendirilmistir. Her Entrez Gen kaydinda, belirli bir gen ve organizma igin
cesitli bilgiler bulunmaktadir. Miimkiin oldugunda, bilgiler dizi verileri iizerinde yapilan
analizlerin sonuglarini igermektedir. Sunulan bilgi tird ve miktari, belirli bir gen ve

organizma icin neye mevcut olduguna baglidir ve ayrica sunlari icerebilmektedir [53]:

(1) Genomik baglamin, intron / ekon yapisinin ve yan genlerin grafik dzeti,

(2) mRNA sekansinin, kodlama dizisi(CDS) ve Tek niikleotid polimorfizmleri(SNP)
gibi biyolojik 6zellikleri gosteren grafik goriiniimiine baglanti olusumu,

(3) Gen ontolojisi ve fenotipik bilgilere baglanti olusumu,

(4) Karsilik gelen protein sekansi verilerine ve korunmus alanlara baglantilar,

(5) Mutasyon veri tabanlar1 gibi ilgili kaynaklara baglantilar.

1.3.5.2.2 Sekans Karsilastirma Araclar

Temel Yerel Hizalama Arama Aract (BLAST) ve HIZLI Hizalama (FASTA), yaygin
olarak kullanilan dizi karsilastirma ve hizalama araglaridir. BLAST, gen ve protein
dizilerini genel veri tabanlarindaki diger kisilerle karsilastirmak i¢in kullanilir ve Konuma
Ozgi Yinelemeli BLAST(PSI-BLAST), Desen Vuruslu baslatilan BLAST(PHI-BLAST)
ve BLAST 2 sekanslari dahil olmak iizere cesitli tiirlerde kullanilmaktadir. Ozel

BLAST'lar ayrica insan, sitma, mikrobiyal ve diger genomlarin yanmi sira
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antikorlar(immanoglobulinler), vektér kontaminasyonu ve gegici insan konsensus
dizilimleri i¢in de mevcut olabilmektedir. Genel 6zniteliklerde kullanilan FASTA formati,
hizl1 bir protein veya niikleotit karsilastirilmasi i¢in kullanilabilmektedir. Program, bir yer
degisme matrisi kullanarak yerel hizalamalar i¢in optimize edilmis aramalar

gerceklestirerek yiiksek hiz elde etmektedir [54].

Sekil 1.5'teki harfler, DNA'nin yapi taslar1 olan amino asitleri temsil etmektedir [49].
Diziler, viicudun oksijeni nasil kullandig: ile ilgili bir gen olan Sitokrom C'yi temsil
etmektedir. Ust kiime dizisi sempanze amino asitleridir, alt kiime dizisi de insanlara aittir.
Her " | " sembolii bir amino asit eslesmesini temsil etmektedir. Bu durumda, Sempanze ve

Insan'in Sitokrom C genleriyle %100 eslesmeleri bulunmaktadir.

1 AUGGGUGACGUUGAAAAAGGUAAAAAAAUCUUCAUCAUGAAAUGCUCCCA 50

CELERLELEL PR e e el
< | . GGUGACGUUGAAAAAGGUAAAAAAAUCUUCAUCAUGAAAUGCUCCCA 47

51 GUGCCACACCGUUGAAAAAGGUGGUAAACACAAAACCGGUCCGAACCUGC 100

LELELEEEE LR e b bbb bbbl
48 GUGCCACACCGUUGAAAAAGGUGGUAAACACAAAACCGGUCCGAACCUGC 97

101 ACGGUCUGUUCGGUCGUAAAACCGGUCAGGCUCCGGGUUACUCCUACACC 150

CELELEEL L P e e il
98 ACGGUCUGUUCGGUCGUAAAACCGGUCAGGCUCCGGGUUACUCCUACACC 147

151 GCUGCUAACAAAAACAAAGGUAUCAUCUGGGGUGAAGACACCCUGAUGGA 200

CEVELEERER e e bbb bbb e et
148 GCUGCUAACAAAAACAAAGGUAUCAUCUGGGGUGAAGACACCCUGAUGGA 197

201 AUACCUGGAAAACCCGAAAAAAUACAUCCCGGGUACCAAAAUGAUCUUCG 250

FLLEELETEEERE LRl
198 AUACCUGGAAAACCCGAAAAAAUACAUCCCGGGUACCAAAAUGAUCUUCG 247

251 UUGGUAUCAAAAAAAAAGAAGAACGUGCUGACCUGAUCGCUUACCUGAAA 300

IIIIIIIIlIIIIIIIlIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII
248 UU UCAAAAAAAAAGAAGAACGUGCUGACCUGAUCGCUUACCUGAAA 297

301 AAAGCUACCAACGAA 315

AENNRANERENNNN
298 AAAGCUACCAACGAA 312

Sekil 1.5. Sempanze ve insana 6zel gen karsilagtirmasi
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1.3.5.2.3 Model Bulma Araclan

Verilerdeki modelleri veya oOzellikleri aramak i¢in kullanilan araglardir. Kiime
Analizi bu amag¢ i¢in en yaygin arag olarak kullanilmaktadir. Belirli bir veri kiimesindeki
gruplamalart bulmak i¢in kullanilmaktadir, bdylece aymi gruptaki nesneler farkli
gruplardaki nesneler birbirine benzeme durumu ortadan kalkmis olur. Dizi analizinde
model kesif araglar1 da onemlidir. Spesifik alt sekanslarin, yapilar1 ve islevsel siteleri
bulmak i¢in gelismis matematiksel modellemeler ve istatistiksel yontemler
kullanilmaktadir [55].

1.3.5.2.4 Gorsellestirme Araclar

Bu arag, genomik verilerin etkilesimli bir grafiksel gosterimini saglamaktadir.
Expression Profiler ve GeneQuiz bunlara Ornektir ve bunlar bir gorsellestirme araci
icermektedir. Cogu gorsellestirme araci internette licretsiz olarak mevcuttur; bunlara 6rnek
olarak TreeView, BioViews ve Protein Explorer gosterilebilmektedir. Su anda
biyoinformatikte devam eden gelismelerden kaynaklanan daha genis veri setlerini
etkilesimli olarak analiz etmek igin kullanilabilecek araglar gelistirmek icin ¢ok fazla

calismalar bulunmaktadir [56]. Bu konu kendi basina arastirma agisindan ¢ok zengindir.

1.3.5.3 Biyoinformatik Verilerle ilgili Zorluklar

Genomik ve proteomik alanlarinda kullanilan veri tabanlarmin biyiikligi,

karmasiklig1 ve sayisinin yani sira yapt ve diger calismalar, endiistrinin bu sorunlari ele
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alma ihtiyacina uyum saglamada geri kalmalarina neden olmustur. Hem bilgisayar
teknolojisi hem de biyoloji, standardizasyon gibi umut verici ¢oziimler olusturmak i¢in
yeni ortak ebeveynlik teknikleri ve biyoinformatik olarak daha iyi iletisim kurmay1
Ogretme araci olarak gelistirilmistir. Hicre biyolojisi ve molekdler icin veri ydnetimi, veri
modelleme, geleneksel veri tiretimi ve kazanimi, veri analizi ve entegrasyonu alanlarini
icermektedir. Endiistri alaninda, son birkag yil i¢in ana odak noktasi, dzellikle gen ifadesi
ve DNA dizisi verileri icgin yuksek verimli veri analizini destekleyen yontem ve
teknolojilerin gelistirilmesi seklinde olmustur. Yeni teknolojik platformlar biyolojik veri
uretebilmek igin, buyuk miktarlarda deneysel veriler icin yakalama, dlzenleme,
yorumlama ve depolama gereksinimlerinden kaynaklanan veri yonetimi zorluklarimi
sunmaktadir. Platformlar, daha yiiksek yogunluklu diziler ve mikro diziler i¢in daha iyi
prob secimi gibi teknolojik gelismelerden faydalanan yeni siiriimlerle gelismeye devam
etmektedir. Bu evrim, hem bu verilerin entegre edilmesi hem de analiz edilmesi
gerektiginde karsilasilan, ayni platformun farkli stirimleri kullanilarak olusturulan
potansiyel olarak uyumsuz verilerin toplanmasi sorununu giindeme getirmektedir. Diger
zorluklar igin, dogas1 geregi kesin olmayan teknikler ve araclar kullanilarak olusturulmus
verilerin nitelendirilmesini ve ¢esitli, zayif korelasyonlu depolarda bulunan verilerin
entegre edilmesi olay:r yiiksek yer almaktadir. Deneysel veriler igin veri tutarsizligi veya
belirsizligi ile bas etmek, veri yonetiminden ziyade istatistiksel yontemlerin gerekli oldugu
nitelendirilmistir; 6rnek olarak, istatistiksel yontemleri ¢esitli ayrintili diizeyde gen ifadesi
veri analizlerine uyarlama yontemleri son yillarda yogun bir sekilde arastirma ve gelistirme
Uzerine olmustur. Veri semantigi alaninda, 6rnegin bir ifade tahmini degeri ve bunlarin
iliskileri, 6zellikle siirekli degisen platformlar ve gelisen biyolojik bilgi baglaminda uygun
niteliklere sahip veri degerleri alaninda en zor problemlerle karsilasilmigtir. Veri
Uretiminden veriyi toplama ve entegrasyon etme, verinin analizine kadar bitun veri
yonetimi alanlarinda bunun gibi sorunlarla karsilasilsa da, ¢6ziimlerin etki alanina 6zgii
bilgiler ve kapsamli veri tamimlama ve iyilestirme ¢alismalar1 gerektirmektedir; veri
yonetiminde ise bu sorunlar1 giderebilmek i¢in yalnizca gergeve 6rnegi kontrollii dizim ve

ontolojileri saglanmaktadir [57].

Bir endustri alaninda, veri yonetimi zorluklari i¢in ¢ozimlerin maliyet, karmasiklik,
performans, saglamlik ve Urline 06zel gereksinimler seklinde dikkate alinmasi

gerekmektedir. Biyolojik veri yoOnetimi sorunlarina etkili ¢ozlimler tasarlamak igin



26

biyolojik uygulamanin, veri yOnetimi alanimnin ve sorunlarin dikkate alindigi genel

baglamin ayrintili bir sekilde anlagilmasi gerekmektedir [58].

1.3.5.3.1 Biyoinformatik Problemler

Entegre bilisimi, ilgili etki alanlar1 aras1 analiz sonuglarint ve arka plan bilgilerini
diizenlemek i¢in semalarin dinamik olarak olusturulmasidir. Bunu belli sorunlar tizerinde

gerceklestirmeye ¢alisirken zorluklar olusmaktadir. Bazi problemler sunlardir [59]:

e Cesitli uyumsuz kaynaklardan ¢ok fazla entegre olmayan veri,
e Her biri 6zel bir tarama ve sorgulama mekanizmasina sahip standart bir adlandirma
kurali yoktur (ortak arabirim yok),

e Diger veri kaynaklari ile zayif etkilesim.

Belirli bir veri kiimesinin degeri, veri analizlerinin, en azindan arayiiz diizeyinde,
harici olarak gelistirilmis, yapilandirilmis bilgilerle birlestirilmesiyle biiylik 6lgiide

artirilabilir. Klasik olarak, entegrasyonu gergeklestirmenin birkag yontemi vardir [59]:
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Sekil 1.6. Veri entegrasyonu

Sekil 1.6’da veri entegrasyonu Ozellikleri [49, 59]:

1. Baglantili, dizine alinmis veri sistemleri: Diiz dosya veritabanlarin1 web ~ [HTIP]
baglantilar1 ve dizinleri kullanarak baglanmasi;

2. Serbest entegrasyon: Verileri ortak bir sema olmadan ancak ortak bir sorgu
mekanizmasina sahip ¢oklu veritabani sistemine sistematize edilmesi;

3. Gorlintimlerle siki entegrasyon: Ortak bir sema ve merkezi bir sorgu mekanizmasi
ile bir veritabani iliskilendirmesi ile organize edilmesi;

4. Gergeklestirilmis verilerle serbest entegrasyon: Ortak bir sema olmadan bir veri
ambarinda diizenlenir ve tiim verileri diizenli olarak merkezi bir konuma yiiklenilir.

5. Gergeklestirilmis verilerle siki entegrasyon: Ortak bir semaya sahip bir veri ambari

olusturulur ve tiim veriler periyodik olarak merkezi bir konuma ytiklenilir.
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Bu yontemler, uygulama karmasikliklari, 6lgeklenebilirlikleri ve siirdiiriilebilirlikleri
bakimindan 6nemli dl¢lide farklilik gostermektedirler. Tam fiziksel ve mantiksal ayrimdan,
fiziksel olarak tutarsiz veri kiimelerinin mantiksal birligine ve son olarak entegre bir

bltlne uzanan bir bant boyunca uzanmaktadirlar.

Uzun vadeli goriinlimde veri entegrasyonu, fonksiyonel ve kullanigh biyoinformatik
sistemler gelistirmek i¢in Onemli bir unsur olarak nitelendirilmektedir. Verileri ve
sonuclart arsivlemek ve yayinlamak ¢ok dnemli olsa da, veri tiirii ile ilgili veri tabanlarinin
yani sira ¢ok sayida dnemli veri tiirii de ilham vericidir. Ham veriler, her tiirli niikleik asit,
protein ve varsayimsal protein sekanslari, bunlar arasindaki benzerlik sonuglarini, sayisiz
kaynaktan fonksiyonel verileri ve ¢esitli protokolleri, genetik ve fiziksel haritalari, tireme
verilerini, iligkili c¢evresel bilgileri ve fenotipik bilgileri icermektedir. Raporlama
sisteminin dogasinda bulunan karmasikligi azaltmak i¢in hesaplama araglari kullanilarak,
raporlama yonteminin ayrintilarina odaklanmak yerine gergekten ilgi ¢ekici olan sistemin

boyutsalligina ve karmasikligina odaklanilmasi saglanmaktadir [49, 59].

Bu kapsamda biyoinformatik, sadece mevcut durumu degil, ayn1 zamanda
gelecekteki ihtiyac ve gelismeleri tartismak icin ortak bir temel gelistirmek amaciyla

sunulmasi 6nemli olmustur.

1.3.5.4. Biyoinformatik Veri Bankalari

IIk biyoinformatik (biyolojik) veri tabanlari, ilk protein dizilerinin piyasaya
stirlilmesinden birkag y1l sonra olusturulmustur. Bildirilen ilk protein dizisi, 1956 yilinda
51 kalintidan olusan biiyiikbas insilin dizisidir. Yaklagik on yil sonra, yetmis yedi bazl
maya alanin tRNA'sina ait ilk niikleik asit sekansi rapor edilmisti. Dayhoff bir y1l sonra, ilk

biyoinformatik veritabanini olusturabilmek i¢in tiim dizi verilerini toplamistir [60].

Protein Veri Bankasi, 1972'de 10 X-ismm1 kristalografik protein yapisinin bir
koleksiyonuyla izlemisti ve 1987'de SWISS PR OT protein dizisi veritabani baglamist.
Farkli tiirde ve boyutlarda ¢ok cesitli raksak veri kaynaklar artik kamuya a¢ik domain

alanlarda veya ticari tigiincii taraflar i¢in kullanimi mevcuttur. Tiim orijinal veritabanlari,
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veri giriglerinin giris basina bir tane veya tek bir biiyilk metin dosyast olarak diiz
dosyalarda saklanmasiyla ¢ok basit bir sekilde diizenlenmistir. Baslik bilgilerinin uygun
anahtar kelime aramasina olanak tanimak i¢in daha sonra yeniden yazma dizinleri yeniden
eklenmisti. Farkli veri tabanlarindaki biyoinformatik verileri, ¢ogunlukla kiyaslama ve

kalite kontrol mekanizmalarinin ilkel olmasi nedeniyle, genellikle gereksiz goriilmiistiir
[54, 61].

Uluslararas1 Niikleotid Dizisi Veritabani Isbirligi'nin (INSDC) bilinen Ug iyi veri
tabanlar1t EMBL Bank, GenBank ve DDBJ olarak bilinmektedir. Bu ii¢ kurulusun veri
gonderimi icin ayr siteleri bulunmaktadir ve giinliik olarak veri aligverisi yapilmaktadir.
Bu, stil ve ek agiklama bi¢imindeki bir degisiklige ragmen, ii¢ veri tabanindaki dizi
bilgisinin herhangi bir zamanda ayni1 oldugunu gostermektedir. Temel sorumlulugu {i¢ ayr1
veri tabanmmin mevcut veri paylasim politikasini onaylamak ve teyit etmek olan

Uluslararas1 Danigma Komitesi'ne sahiptir [61].

INSDC biyolojik topluluk tarafindan yaygin olarak kullanilmaktadir. Sekil 1.7°deki
gibi veri tabanlarina veri gonderen bireylerin uymasi gereken bir takim politikalar

bulunmaktadir [62].

INSDC

IAC
ICM ENA/EBI

(Europe)

Gen

EMBL
Bank

NCBI(USA)

Sekil 1.7. Uluslararasi niikleotid dizisi veritabani isbirligi(INSDC)
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1.3.5.4.1. GenBank

Genetik Dizi Veri Bankas1 (GenBank) [63], Ulusal Saglik Enstitiisii (NHI) genetik
dizi veri tabanidir ve halka agik tim DNA dizilerinin agiklamali bir koleksiyonudur.
Bilinen genetik sekanslarin en hizli biiyliyen depolarindan birisi olarak gortlmektedir.
GenBank, Japonyamin DNA DataBank (DDBJ), Amerika Birlesik Devletleri Ulusal
Biyoteknoloji Bilgi Merkezi(NCBI), Avrupa Molekiler Biyoloji Laboratuvar1 (EMBL) ve
kendisi GenBank'tan olusan Uluslararasi Niikleotid Dizisi Veritabani Isbirligi sisteminin
bir pargasidir [64]. Her GenBank girisi, dizinin kisa bir agiklamasini, kaynagin bilimsel
admi, taksonomisini, transkripsiyon unitelerini, kodlama bdlgelerini, mutasyon veya
modifikasyon bolgelerini ve tekrarlar gibi biyolojik 6nemi bulunan diger bélgeleri
tanimlayan bir Oznitelik tablosunu igermektedir. Sekil 1.8 veri bankasinin yillara gore

blytmesini gostermektedir [65].

GenBank Bliyiime Tablosu

450,000,000,000
400,000,000,000 A
350,000,000,000 /
300,000,000,000 /
250,000,000,000 ;
200,000,000,000 /
150,000,000,000 /
100,000,000,000 /i

50,000,000,000 /

0 1991 2001 20‘11 20‘18 20‘20
== Sekanslar 58952 14976310 146413798 211281415 216531829
== Baz Ciftleri 77337678 15849921438 | 135117731375 (285688542186 | 415770027949

Sekil 1.8. GenBank blylmesi
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1.3.5.4.2. Japonya DNA Veri Bankasi1 (DDBJ)

1986 yilinda DDBJ, Ulusal Genetik Enstitiisi'lnde (NIG) DNA veri bankasi
faaliyetlerine hizli ve ciddi bir sekilde baglamistir. DDBJ, NCBI/GenBank ve EBI/EMBL
ile igbirligi i¢inde olan wuluslararasi niikleotit sekans veritaban1i olarak faaliyet

gostermektedir [66].

DNA sekansi organizmalarin evrimini diger biyolojik materyallere gore daha
dogrudan kaydedebilmektedir ve bu sebeple sadece yasam bilimleri arastirmalarini degil,
ayni zamanda insan refahi i¢in de paha bigilemez bir sistemdir. Veri tabanlari, tabiri caizse,
insanlarin ortak bir hazinesi olarak ifade edilebilir. Bunu g6z oniinde bulundurarak, bu veri

tabanlarina serbest¢e ve her zaman online erisilebilmektedir.

1.3.5.4.3. Avrupa Molekiiler Biyoloji Laboratuvar1 (EMBL)

EMBL Niikleotid Sekans Veritabani, verilerin bilimsel literatir ve patent
uygulamalarindan toplanmasi ve dogrudan arastirmacilar ve dizileme gruplarindan
gonderilen kapsamli DNA ve RNA sekansi veri tabani seklinde tanimlanmaktadir. Veri
toplama GenBank (ABD) ve Japonya DNA Veritaban1 (DDBJ) isbirligi ile yapilmaktadir.
Veritabant su anda boyutu her 18 ayda bir iki katina ¢ikabilmekte ve Haziran 1994
itibariyle 182.615 dizi girisi ile yaklagik 2 milyon baz icermekteydi. EMBL-Bank olarak da
bilinen EMBL Niikleotit Sekans Veritabani, Avrupa'nin birincil niikleotit sekans kaynagini

olusturmaktadir [67].



2. DNA DiZiLEME VE DIiZiLEME YONTEMLERI

2.1. DNA Dizileme

DNA'nin temel yapisinda, niikleotidler art arda bir iplik¢ik, yani bir DNA iplike¢iligi
olusturmaktadir. Bir iplikcikteki niikleotidlerin dizisi, hiicre fonksiyonunu kontrol eden
proteinlerin tretildigi genetik kod olarak adlandirilmaktadir. Bir niikleotit zincirinin baz

sekansini belirlemeye sekanslama denilmektedir [68].

DNA dizilime, DNA iginde bulunan bazlarin dizilimini belirleyebilmek igin
kullanilan bir laboratuvar ydntemi seklinde belirtilmistir. Insan genomundaki yaklagik 3
milyar baz ciftinin diziliminindeki farkliliklar, her birey igin essiz genetik yapisini
gostermektedir. Tip alaninda, DNA dizileme islemleri, hastaliklarin teshisi ve tedavisi de
dahil birgok amag igin kullanilmaktadir. Genel olarak sekanslama (dizileme) islemleri,
saglik uzmanlarinin bir gen verisini diizenlenmesinde bir genin veya bdlgenin, herhangi bir
bozukluga bagli olarak varyantlar veya mutasyonlar seklinde degisiklikleri icerip

icermediginin belirlenmesinde yardimci olabilmektedir.

[lk DNA dizileme yontemleri 1970'lerde gelistirilmistir. En iyi bilinenleri Maxam-
Gilbert kimyasal yontemi ve Sanger enzim yontemidir. Glinlimiizde, Sanger en yaygin
kullanilan sekanslama yontemidir. Kimyasal yontem, sadece yavashgir ve gerekli toksik

kimyasallar nedeniyle istisnai durumlarda kullanilmaktadir [69].

Molekiiler biyolojinin hizli gelisimi sayesinde, sekanslama ydntemleri son yillarda
gelisme gostermektedir. Dizileme daha ucuz, daha hizli ve hatasizdir, bu nedenle
kullanimlar1 genislemistir. Sekanslama, molekiiler biyolojinin hemen hemen tiim
alanlarinda, Ornegin mikrobiyoloji ve adli tipta kullanilmaktadir. Dizileme, o6zellikle
genetik miihendisliginde 6nemli bir ara¢ olarak kullamlmaktadir. Insan genomu projesi,
1990'larda baglatilan ve insan genomunun tamaminin dizileme yoluyla arastirildigi bir
projedir. Proje 2003 yilinda tamamlanmistir. Projeden bu yana c¢alismalar devam etmistir

ve diger organizmalarin genomlari da haritalanmistir [70].
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Teknolojinin gelisimine bir drnek, insan genomunun haritalandirilmasidir. Orijinal
Insan genom projesinde genomun haritasini ¢ikarmak 13 yil ve 2.7 milyar dolar almustir.
2008 yilinda benzer calismalar bes ayda 1,5 milyon dolar maliyetle yapilmistir. Ayni yil,
ABD Ulusal insan Genomu Arastirma Enstitiisii, insan genomu dizilisini 1000 dolardan
daha az bir oranda dizilemesini saglamayi amaclayan bir program finanse etmeye

baglamistir [71].

Son yillarda, genlerin isleyisini, DNA ve proteinlerin etkilesimini ve genomun
hastaliklar tizerindeki etkisi daha iyi anlasilmistir. Yontemlerin gelistirilmesi, yontemlerin
kullanilmast i¢in gereken siireyi kisaltmistir ve boylece maliyet etkinligini de artmistir.
Yontemler birinci, ikinci ve Giglincii nesil dizileme yontemleri olarak siniflandirilabilir [72,
73]. Sekanslama teknikleri siirekli olarak gelismesine ragmen, yeni yontemler onciillerinin
yerini almamustir, ancak her yontem kendi uygulama alanini uyarlamistir. Dizileme yontem
secimi, istenen performans ve hassasiyetten ve sekanslanacak DNA dizisinin

uzunlugundan etkilenmektedir [74].

2.1.1. Birinci Nesil Dizileme

1970'lerin sonlarinda gelistirilen iki birinci nesil yontem vardir: Sanger yontemi ve
Maxam ve Gilbert yontemi [75]. Maxam ve Gilbert tarafindan gelistirilen kimyasal yontem
yaklagik 100 bazlik bir alanin yapisini belirleyebilmistir. Sanger yonteminin kok stoku hala
kullanimda ve sablon olarak tek iplikli DNA kullanmaktadir. Yontem 800-1000 baz
uzunlugunda bir alanin yapisint belirlemek i¢in kullanilabilmektedir. Sanger yonteminin
avantaji, kisa DNA ipliklerini dizilemedeki etkinligidir. Yontem dogru ve hizlhidir, bu
nedenle analiz basina maliyet de avantajli konumdadir. Aslinda, Sanger yontemi genellikle
ilk olarak basgka bir yontemle hedeflenen bir alan1 dogrulamak veya tamamlamak igin

kullanilmaktadir [73, 76].
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2.1.2. ikinci Nesil Dizileme

21. yiizyilin basinda, daha yiiksek performansa sahip daha fazla sayida DNA
molekiiliinii paralel olarak dizileme yapabilen ikinci nesil yontemler gelistirilmistir. Bu
yontemler yiiz milyonlarca sekansi hizli bir sekilde belirleyebilmektedir, ancak sekanslar
sadece 35 ila 600 baz seklinde kisa uzunluktadir. Dizilerin kisalmasina ek olarak,

yontemlerin zay1flig1, Sanger yontemine kiyasla dogrulugu bozulmaktadir [77].

Ikinci nesil ydntemlerden en yaygin olarak kullanilan, on binlerce karsilikli 6zdes
DNA parcasinin replikasyon (kopyalama) i¢in eklendigi dongiisel grup siralama
yontemidir. Islenen veriler tek bir analizde 300 gigabase'e kadar olabilmektedir, bu da
verilerin islenmesini ve birlestirilmesini zorlastirmaktadir. Ayni anda ve hizli bir sekilde
birden fazla gen hakkinda bilgi almak istendiginde, ikinci nesil yontemler kullanilmaktadir.
Bu yontemler, digerlerinin yan1 sira, 6rnegin patojenleri tanimlamak i¢in kullanilabilecek

olan eksonlarin dizisini incelemek i¢in de kullanilmaktadir [74, 77].

2.1.3. Uctincii Nesil Dizileme

Birinci ve ikinci nesil sekanslama yontemlerinde DNA, sekanslama icin parcalara
ayrilmaktadir veya dizileme sirasinda sekanslanmaktadir ve sekanslar da kisa kalmaktadir.
Bir DNA molekulini tek seferde bélinmesi veya bolinme olmadan dizilemenin yeni bir
yontemi, liglincii nesil bir yontem olarak adlandirilabilmektedir. Ancak, ii¢lincii nesil
yontem terimi heniiz tam olarak belirlenmemistir. Uglincti nesil dizileme; lllumina Tru-seq
Sentetik Uzun Okuma teknolojileri, Pacific Biosciences (PacBio) Tek Molekulli Gergek
Zamanli (SMRT) dizilemesi ve Oxford Nanopore Technologies seklinde DNA dizileme
yontemleridir. Klonal amplifikasyon veya tek molekul dizilimi ve uzun molekul dizilimi
kullanilarak, her {i¢ teknoloji i¢cin de 5.000bp ila 15.000bp arasinda ortalama uzun
okumalar iretebilmektedir ve bazi Ozel okumalar i¢cin 100.000bp'yi asabilmektedir.
Bunlarin en kokliisii, 2010 yilinda ticari amagla piyasaya suriilmiis PacBio SMRT

teknolojisi olarak belirtilmistir. Yakin zamanda piyasaya giren PacBio Sequel cihazi,
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Uretimi 7 kata kadar artirmay1 hedeflemektedir. Okumalarin %10-15 oraninda ham hata
orani vardir, ancak yine de, yeterli kapsama alani ile niikleotid basina dogrulugu
%99,99"un ilizerine veya daha fazla artirabilen ¢esitli algoritmik teknikler gelistirilmistir.
“Kendi kendini diizeltme” yaklasimi i¢in yaklasik 50 kat uzunlugunda bir okuma kapsami
gerekirken, uzun okumalarin duzeltilebilmesi igin ek ylksek kapsama alani kisa okuma
dizilemesinden faydalanarak hibrit hata diizeltme algoritmalari ile daha diisiikk kapsama
alan1 seklinde etken olarak kullanilabilir. PacBio dizileme yontemi ile ilgili temel
sinirlama, ¢ok sayida genomu analiz etme uygulamasimi sinirlayan ikinci nesil
yaklagimlara gére maliyettir. Buglne kadar yizlerce proje, mantar, mikrop, hayvan ve
bitki turlerinin ¢ok yuksek kaliteli genomlar olusmasi yani sira tiim insan genomlarinin ¢ok

yiiksek kaliteli de novo islemleri de dahil PacBio dizilemesi basariyla kullanmigtir [78].

Tablo 2.1. DNA dizileme teknolojilerinin kiyaslanmasi

1.Nesil Dizileme

2.Nesil Dizileme

3.Nesil Dizileme

Temel Teknoloji

Ozellikle son etiketli
DNA pargalarinin
boyut ayrimi,
Sentez Yoluyla
Dizileme (SBS)

Yikama ve Tarama,
Sentez Yoluyla
Dizileme (SBS)

Tek Molekil Gergek
Zamanl1 Dizileme

(SMRT)

800-1000 baz gifti

Kullanilan DNA’nin pargalara DNA’nin pargalara
DNA’nin tek zinciri
Model DNA ayrilmis kopyalari ayrilmig kopyalari
Okuma
Y iksek Y liksek Yiksek
Dogrulugu
Gegerli Okuma Kisa (Sanger 1000 baz cifti ve daha

Yontemi

Uzunlugu metoduna gore) fazlasi
Verim Diisiik Yiiksek Yuksek
Baz bagina yiiksek Baz basina diisiik Baz basina diisiik
) maliyet, maliyet, maliyet,
Maliyet )
Calisma basina diisiik | Calisma basina yliksek | Calisma basina yiiksek
maliyet maliyet maliyet
RNA Dizileme o o cDNA Dizileme ya da
cDNA Dizileme cDNA Dizileme

direkt RNA molekuli
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Tablo 2.1’in devami

1.Nesil Dizileme 2.Nesil Dizileme 3.Nesil Dizileme
Sonu¢ Zamani Saatler Glnler Dakikalar
Teknolojisine gore
Kismen karmasik, Karmasik, PCR ]
.. . o basit-karmasiktir,
Ornek Hazirlama | PCR Amplifikasyonu Amplifikasyonu -
o PCR Amplifikasyonu
gerekli degildir gereklidir
gerekli degildir
Karmasik (biiytik veri
Veri Analizi Rutin hacimleri ve kisa Karmasik

okumalar nedeniyle)

DNA dizileme teknolojilerinin nesillerine gore o6zellik farklart Tablo 2.1°de
gosterilmektedir [9, 73, 79].

2.1.4. Dizileme Yontemlerinin Kanser Arastirmalarinda Kullanilmasi

Ikinci nesil yontemler ¢esitli mutasyonlar1 tanimlamak icin kullanilan yéntemlerdir.
Kendi c¢alismalarinda, Leary, Kinde, Diehl, Schmidt ve Clouser ve arkadaslar1 (2010)
rektal ve meme tumorlerinden translokasyonlari aydinlatmiglardir [80]. Shah, Morin,
Khattra, Prentice ve Pugh ve ark. (2009), lobiiler meme kanserlerinde nokta mutasyonlarini
tizerinde ¢alismiglardir [81]. Sekanslama yontemleri, kanser tedavisinin izlenmesinde de
yararlt olmustur, O6rnegin; kemoterapinin kotii ongdriilen meme kanseri tedavisinde
yararliligr aragtirlmistir [82]. Kendi arastirmalarinda, Mantere, Winqvist, Kauppila, Grip
ve Jukkola-Vuorinen ve digerleri (2016), Finlandiya popiilasyonunda meme kanserinin
kalitsalligini incelerken elde edilen arastirma sonuglarini desteklemek ve dogrulamak icin

hem birinci hem de ikinci nesil yontemleri kullanmistir [83].

SMRT teknolojisi kanser arastirmalarinda bir¢ok farkli sekilde kullanilabilmektedir.
Kendi caligmalarinda Flusberg, Webster, Lee, Travers ve Olivares ve arkadaglar1 (2010)
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kimyasal DNA metilasyonlarint saptamak i¢cin SMRT yontemini kullanmislardir [84].
DNA metilasyonu, bir metil grubunun, yasam boyunca tamamen normal bir olay olan
DNA'daki bir sitozin niikleotidine baglanmasini ifade etmektedir. Bununla birlikte kanser
hiicrelerinde, metilasyon genlerin farkli bolgelerinde, hipo veya hipermetilasyonda

bozulmustur [85].

RNA dizilimi yonteminin de katkisiyla, Shuning Ding, Xiaosong Chen ve Kunwei
Shen (2020) gogiis kanserinde tek hiicreli RNA dizilimi yardimiyla tiimor heterojenligini
anlamak ve kisisellestirilmis tedaviye yardimci olmak i¢in ¢aligmalar yapmislardir. Meme
kanseri arastirmalar1 alaninda son yillarda yapilan scRNA-seq caligsmalari, kotli prognoz ve
ila¢ direnci ile iligkili olabilecek farkli popiilasyonlar1 belirlemek icin farklt molekiiler alt

tiplere sahip meme kanseri hiicre popiilasyonlarini kiimelendirilmektedir [86].

2.2. DNA Dizileme Yontemleri

2.2.1. Zincir Sonlandirma Yontemi (Sanger Yontemi)

1977'de biyokimyaci Frederick Sanger meslektaslariyla birlikte gelistirdigi enzimatik
DNA'y1 dizilemek i¢in bir yontem yayinlamistir. Yontem, farkli uzunluklardaki DNA
ipliklerinin fragmanlarin1 (parcalarini) rastgele olusturmak icin kullanilan polimeraz
enzimi ve dideoksinikleotitlere dayanmaktadir [87]. Fragmanlar boyutlarina gore ayrilarak
DNA iplik¢igindeki niikleotit sekansini bulunabilmektedir [88].

Bu sekanslama yoOntemi, baska bir niikleotidin bir bag olusturabilecegi 3' OH
grubundan yoksun dideoksintkleotitlerin Sekil 2.1’de gosterildigi gibi kimyasal yapisini
kullanmaktadir. Her nukleotid igin bir pentoz halkasi, bir baz ve bir fosfat grubu seklinde
olusmaktadir. Deoksiniikleotidlerin pentoz halkasinda 3' karbonu (zerinde bir OH grubu
bulunmaktadir. Dideoksiniikleotitlerde, bunun yerine ve baska bir niikleotidin fosfat

grubunun baglanmasini ve bir polimer olusumunu 6nleyen H bulunmaktadir [89].
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O 0 0 0
W7 7
P P
o Yo o’ Mo
0 Baz o) Baz
H HO
Dideoksiniikleotid Deoksiniikleotid
(ddNTP) (dNTP)

Sekil 2.1. Deoksinukleotid ve Dideoksiniikleotid yapisal formali

Normal durumda, bir DNA molekiiliiniin birbirine bagh iki niikleotit seridi
bulunmaktadir. Cift iplikli bir yap1 olusturmak i¢in birbirleriyle i¢ ige gegmistir.
Sekanslama igin, sekansi belirlenecek olan DNA tek iplikli bir forma getirilmelidir, yani
iplik¢ikler birbirinden ayrilmis olmasi gerekmektedir. DNA ¢ift sarmalin agilmasi ve
iplik¢iklerin ayrilmasi denatiirasyon olarak adlandirilmaktadir. Bunu basarmanin bir¢ok
yolu vardir, 6rnegin; 1s1l islem gibi [68, 89]. Bir sonraki adimda, tek iplik¢ikli DNA'nin
yaninda yeni bir iplik olusturulmaktadir. Denatiire (bozulan) DNA bir sablon gorevi
gormektedir. Reaksiyonlar dort farkli test tiiplinde gerceklesmektedir. Sablon tiip, dort
farkli deoksiniikleotid (dATP, dTTP, dCTP ve dDTP), bir oligoniikleotid primeri ve bir
polimeraz enzimi her tupe eklenmektedir. Reaksiyon iiriinlerinin daha sonraki bir asamada
gorilintiilenmesi i¢in ya bir deoksiniikleotid ya da primer, 6rnegin bir radyoaktif bilesik ile

etiketlenmis olmaktadir [68, 90].

Ek olarak, her tip icin az miktarda dideoksintkleotitler gerekmektedir.
Dideoksintikleotitler normalde normal niikleotitlere benzer, ancak yapilar1 molekulin 3'
ucundaki hidroksil grubunu bir hidrojen atomu ile degistirerek modifiye edilmistir. Sekil

2.2’deki gibi bir tlpe sadece bir tip dideoksinukleotid (ddATP, ddTTP, ddCTP veya
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ddDTP) eklenmektedir ve sonunda olusan pargalar biiyiikliiklerine gore dizileme islemi
yapilmistir [89-91].

TeacTaaTeecA Dizilenecelk DINA

1

acTeattAceeT DINA Sablonu

MV ddGT/ \s:m‘rpwp

.
*1CAGTAATGCCA *rcac *TCAGTAATGC 'Tm'l?'rTMT
*rca *ICAGTAATG - TC N S

FICAGTA TCAGTAATGCC
*ICAGTAATGCCA — X
¥ ICAGTAATGCE _ .
‘TCHGTMTGC — =
*TcaGTAATG — ¢
*ICAGTAAT _ :
*ICAGTAA — i
*TCAGTA — .
*r1cAGT _ -
*rcac - )
*rca — :
.TC _ ;
-.T _ ¢

T

Sekil 2.2. Zincir sonlandirma yonteminde sonlanan parcalarin dizileme islemi

Tiplerde, primerler DNA sablonlarinin uglarina baglanmaktadir. Primerler, dizilenen
DNA'ya 6zgii olacak sekilde sec¢ilmelidir. Baglandiktan sonra, polimeraz enzimi, primerin
bir uzantist olarak sablonun yaninda yeni bir deoksiniikleotit dizisini sentezlemeye
baslamaktadir. Niikleotitlerin baglanmast her zaman baz ¢ifti kuralina gore
gerceklesmektedir: A ve T ile G ve C gibi birbirine baglanmaktadir. Ipligin sentezi
polimeraz  dideoksiniikleotide iplik¢ik ile birlesene kadar devam etmektedir.
Dideoksintkleotidin baglanmasi, telin uzamasii sonlandirmaktadir, ¢linkii ona yeni

niikleotidler eklenememektedir. Polimeraz enzimi etki ettiginde, bir deoksi veya
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dideoksiniikleotitin zincire bir sonraki baglanip baglanmadigi ve polimerazin sablonu
kopyalamak icin zamana sahip oldugu durum rastgele olmaktadir. Sonug olarak, farkli
boyutlarda, “bitmis” ve “daha az bitmis” iiriinler olusturulmaktadir. Ilk basta yeterli sablon
1$ parcacigl varsa, tiim olasi alternatiflerin en az bir kopyasinin ortaya ¢ikmasi muhtemel

gorulmektedir [88, 90, 91].

Uriinlerin tespiti, yani Grinlerin gozlemi, jel elektroforezi, yani bir numuneyi bir
poliakrilamid jel lizerindeki bir elektrik alaninda calistirarak gergeklesmektedir. Her
numune tlpundn igerigi jel lizerinde kendi yerinde pipetlenmektedir. DNA molekiilii
elektriksel olarak yiiklendiginden, numuneler elektrik akimi gegerken jelden ge¢meye
baslamaktadir. Daha uzun pargalar jel icinde kisa olanlardan daha yavas hareket
etmektedir, bu nedenle calisma yeterince uzun siirdiiglinde farkli boyutlardaki parcalar 6ne
cikmaktadir. Parcalarin dizisi radyoaktif etiketler kullanilarak X-1s51n1  filminde
goriintiilenebilmektedir. Parcalarin dizisi radyoaktif etiketler kullanilarak X-151m1 filminde
goruntilenebilmektedir. Niikleotit sekansi, pargalarin jel lizerine yerlestirildigi siraya gore
okunmaktadir ve fragmanin(parcanin) bulundugu o6rnek tiipiine bagli olarak, s6z konusu

baz belirlenmektedir [88, 90].

2.2.2. Maxam — Gilbert Dizileme Yo6ntemi

Allan Maxam ve Walter Gilbert, piperidin ve secici olarak pirin ve pirimidinlere
saldiran iki adet kimyasal bulunduran iki adimlik katalitik islemden faydalanarak tek
iplik¢ik DNA'y1 dizileme islemi yapabilmek icin bir yontem gelistirmistir [76]. Bu iKi

adim:

(1) Purinler dimetil stilfat ile reaksiyona girmesi ve pirimidinler, riboz sekeri ile bazin
yerini alan baz arasindaki glikozit bagimi kiracak sekilde hidrazin ile reaksiyona

girmesidir.

(2) Piperidin daha sonra bazin yer degistirdigi fosfodiester bag ayrilmasimi katalize

etmesidir.
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Ayrica, dimetil stilfat ve piperidin tek basma guanin niikleotitlerini segici olarak
ayirmaktadir, ancak formik asit i¢indeki dimetil siilfat ve piperidin hem guanin hem de
adenin niikleotitlerini ayirmaktadir. Benzer sekilde, hidrazin ve piperidin hem timini hem
de sitozin nikleotitlerini ayirmaktadir, halbuki Sekil 2.3’te goriildiigii gibi 1.5M NaCl
icindeki hidrazin ve piperidin sadece sitozin niikleotitlerini ayirmaktadir. Dimetil Sulfat
veya hidrazin, sirasiyla piirin veya pirimidin halkalarina saldirmaktadir ve piperidin, 3'

karbondaki fosfat bagini1 par¢alamaktadir [89, 92].

Dimetil Siilfat Saldirisi Hidrazin Saldrisi

o \
Piperidin Boliinme Y erleri

Sekil 2.3. Maxam-Gilbert DNA dizileme kimyasal hedefler

Bu secici sekildeki reaksiyonlarin DNA dizileme isleminde kullanimi, 5' ucunda
radyoaktif etiket tagiyan tek parca igin bir DNA substrati olusturulmasini igermektedir. Bu
etiketlenmis sekilde bulunan substrat, her biri bilinen nikleotidlerle biten seklinde bir
etiketlenmis olan boliinme tiriinii popiilasyonu olusturacak dort ayr1 boliinme reaksiyonuna
girmektedir. Reaksiyonlar yuksek oranda poliakrilamid jellerine yiklenmektedir ve
fragmanlar elektroforez ile ¢oztilmektedir. Bu jel 151k gegirmez bir X-151m1 (X-Ray) film
kasetine, bir parca iizerine yerlestirilen X-151n1 filmi ve kaset birka¢ gun suresince bir
dondurucuda saklanmaktadir. Etiketli olan parcanin jel tizerinde durdugu boélgede
radyoaktif etiketli partikil clrtimesi (otoradyografi) sebebiyle filmi ortaya ¢ikarmaktadir.
Elektroforez, ister akrilamid ister agaroz matrisinde niikleik asit fragmanlarini ters uzunluk

sirasina  gore ¢oOzeceginden, daha kiigiik fragmanlar jel matrisinde daha biiyilik
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fragmanlardan daha hizli g¢alisacagindan, Sekil 2.4’te goriildiigii gibi filmdeki koyu
otoradyografik bantlar asagidan yukariya dogru okundugunda 5'— 3' DNA sekansi temsil
etmektedir. Baz arama islemi, dort kimyasal reaksiyona gore bantlama (modelinin)
paterninin yorumlanmasini igermektedir. Hedef DNA radyoaktif olarak etiketlenmektedir
ve daha sonra dort kimyasal bolinme reaksiyonuna ayrilmaktadir. Her reaksiyon bir
poliakrilamid jel Gzerine yiiklenip, calistirilmaktadir. Son olarak, jel otoradyografiye tabi

tutulup, baz siras1 asagidan yukariya dogru ilerlemektedir [92].

5" *pCpCpGpGpCpGpCpApGpApAp GGCG pGpCpApTpCpApGpCpApApA 3

| | |
G rxn G+ Arxn T+ é rxn C rxn

N\ —

mm | 'CCGGCGCAGAAGCGGCATC
*CCGGCGCAGAAGCGGCAT
*CCGGCGCAGAAGCGGCA
*CCGGCGCAGAAGCGGC
*CCGGCGCAGAAGCGG
*CCGGCGCAGAAGCG

mm mm | "CCGGCGCAGAAGC
*CCGGCGCAGAAG
*CCGGCGCAGAA
*CCGGCGCAGA
*CCGGCGCAG
*CCGGCGCA

*CCGGCGC

*CCGGCG

*CCGGC

*CCGG

*

- - *EEG

N . "o

+

Sekil 2.4. Maxam-Gilbert manuel dizileme diizeni

Ornegin, seritlerde sadece C'ye ve C + T reaksiyonlarina karsilik gelen bir bant C
olarak adlandirilmaktadir. Bant C + T reaksiyon seridinde mevcuttur fakat sadece C
reaksiyon seridinde olmasaydi buna T olarak adlandirilmis olurdu. Ayni sekildeki karar
slireci igin sadece G ve G + A reaksiyon seritleri elde edilebilmektedir. Diziler, ayn jel
Uzerinde ¢ogaltma reaksiyonlar: yapilarak ve ¢ogaltilan diziler arasindaki otoradyografik
modeller karsilagtirilmas: sonucu dogrulamasi yapilmaktadir. Eger radyoaktif etiketleme

islemi ise yaramigsa ve boliinme reaksiyonlar1 da beklenildigi gibi yapilmissa, jel istenilen
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sekilde ayarlanmissa, elektroforez ¢calismigtir demektir, jel transfer islmeminde yirtilmamis
veya bagka bir sekilde yok edilmemis ve X-igin1 film gelistiricisi bozulmamis ise, birkag
giinde bir dogrulanmis sekilde yaklasik 200-300 bazlik DNA dizilimi elde edilmesi
beklenmektedir. Bu 6nemli bilgi dogrultusunda degisim, 35S veya 32P gibi oldukc¢a fazla
miktarda radyoaktif malzeme kullanilmasi ile olusmustur ve siirekli olarak biiyiik, kagit
ince akrilamid jellerin dokilmesi gerekmektedir ve hidrazin bir norotoksin olmaktadir.
Bunun yanisira, engellere ragmen, DNA sekanslar1 bircok genden ve organizmadan
birikmeye baslamaktadir. Ilk kesiflerden biri olan, Okaryotik gen organizasyonun
prokaryotik gen organizasyonu ile ayni oldugu varsayimimin ¢oktiigiini gostermektedir.
Breathnach ve digerleri ile Jeffries ve Flavell, tavukta ovalbumin kodlayan genin ve
tavsanda B-globin kodlayan genin, kodlama bdlgelerinde kodlayici olmayan bosluklar
icerdigini kesfettigini agiklamislardir [92-94]. Bu bosluklar iki gende ayni diniikleotitler
tarafindan kusatilmigtir; bosluklarin 5' ucunda GT ve bosluklarin 3' ucunda AG olarak
ifade edilmistir. Kisa siire sonra Breathnach ve Chambon, bu GT / AG kuralinin bir dizi
kodlama dizisi bosluguna uyuldugunu ve Okaryotik genlerin kodlama ve kodlamayan
bolgelerini tanimlamak icin genetik sozliige intron ve ekson terimlerinin eklendigini

bildirmistir [95].

2.2.3. Shotgun Dizileme Yontemi

Shotgun Dizileme yontemi, DNA dizilerini rastgele birgok kiiglik pargaya b6lmeyi ve
daha sonra Ortiisme bolgelerini arayarak diziyi yeniden birlestirmeyi igermektedir. Tiim
genomlar gibi biiylilk DNA sekanslarmi dizilemek i¢in kullanilan bir yontem olarak
bilinmektedir. Genomun birgok kopyasi 6nce milyonlarca kiigiik parcaya boliinmektedir.
Her parga siralandiktan sonra, giiclii bilgisayarlar parcalar1 orijinal siralarina monte etmek

icin ¢akisan bolimler kullanmaktadir.

DNA dizilemede zincir sonlandirma yontemi (Sanger dizileme) sadece 100-1000 baz
ciftli kisa DNA sekanslar1 i¢in kullanilmaktadir. Bu boyut sinirindan dolayi, daha uzun
sekanslar ayr1 gruplarda daha kiglk fragmanlara ayrilmaktadir ve bu sekanslar, toplam

sekansi olusturacak sekilde birlestirilmektedir. Bu parcalanma ve dizileme islemi i¢in iki
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ana yontem kullanilmaktadir: Primer yiirime (kromozom yiiriime) tiim iplik boyunca parca
parca ilerlerken, Shotgun dizilimi rastgele parcalar kullanan daha hizli ama daha karmagsik
bir islem seklinde yiiriitiilmektedir. Shotgun dizilemesi icin DNA; okuma islemi i¢in zincir
sonlandirma yonteminden faydalanilarak ¢ok sayida kiiciik pargalara rastgele
bolinmektedir. Hedef DNA icin ¢coklu okumalar(contig), bu fragmantasyon ve sekanslama
icin belirlenen veri uzunluguna gore belli tur sayisi ile gerceklestirilerek elde
edilebilmektedir. Sonrasinda bilgisayar programlari dizenli bir diziye monte edebilmek
igin farkli okumalarin st tiste gelen uglarini kullanmaktadir. Shotgun dizilimi, tim genom
dizilemesini saglamaktan sorumlu 6ncii teknolojilerden biri olarak ¢ikarilmistir. Ornegin;

Tablo 2.2°de iki tane Shotgun Dizileme okumasi ele alinmistir [96].

Tablo 2.2. Shotgun dizileme yontemi okuma Ornegi

VERI ISLEM DIZi
Orijinal Veri AGCATGCTGCAGTCATGCTTAGGCTA
, o AGCATGCTGCAGTCATGCT---------------
Ilk Shotgun Okuma Dizisi

---------------------------------------- TAGGCTA

_ AGCATG---mmm e
Ikinci Shotgun Okuma Dizisi

------------- CTGCAGTCATGCTTAGGCTA

Yeniden Yapilandirma AGCATGCTGCAGTCATGCTTAGGCTA

Bu basitlestirilmis 6rnekte, okumalarin higbiri orijinal dizinin tam uzunlugunu
kapsamamaktadir, ancak dort okuma, hizalamak ve siralamak i¢in uclarinin st iiste
binmesi kullanilarak orijinal diziye monte edilebilmektedir. Gergekte, bu siire¢
belirsizlikler ve dizileme hatalar1 ile dolu cok biiyiik miktarda bilgi kullanmaktadir.
Karmasik genomlarin birlestirilmesi ayrica tekrar eden sekanslarin fazla olmasi nedeniyle
karmagiktir, yani sekansin tamamen farkli kisimlarindan benzer kisa okumalar

gelebilmektedir [96].

Bu zorluklarin iistesinden gelmek ve diziyi dogru bir sekilde monte etmek igin

orijinal DNA'nin her segmenti igin {ist iiste gelen bircok okuma gerekmektedir. Ornegin,
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Insan Genom Projesini tamamlamak igin, insan genomunun ¢ogu 12X veya daha fazla
kapsama alaninda dizilmistir; yani son sekanstaki her baz ortalama 12 farkli okumada
bulunmaktadir. Buna ragmen, mevcut yontemler 2004'ten itibaren (6kromatik) insan
genomunun yaklasik %11 icin giivenilir sekansi izole edememis veya bir araya

getirememistir [97].

Biiyilk DNA verisinin par¢alanma, dizilenme ve birlesme adimlar Sekil 2.5°te
gosterilmistir. Baglangic DNA's1 rastgele bir¢ok kiiclik parcaya boliinmektedir, bir cesit
Shotgun tarzinda, bu parcalarin her biri daha sonra ayr1 ayri dizilenmektedir. Farkli
pargalardan iiretilen sonug dizisi okumalar1 daha sonra, bir bilgisayar programi tarafindan
analiz edilmektedir ve birbiriyle Ortlisen farkli okumalardan dizi uzunluklari
incelenmektedir. Ortiisen bolgeler belirlendiginde, iki sekans okumasmin birbirine
eklenmesine izin verecek sekilde birbirleriyle birlestirilmektedir. Bu bilgisayar islemi
defalarca tekrarlanmaktadir ve sonunda DNA'nin baslangic parcasinin tiim sekansi

olusmaktadir [97, 98].

Biyitk DNA Molekili

J Dizilenme
'.___.-"-' -
CATACACGTAGCTATACG
e [ ,

Ust Uste Binen DNA -0 1a penGaeTaGETTA

Dizilimi f
Birlegtiilmis DNA GCTATCAGGCTAGGTTACAGTGCATGCATACACGTAGCTATACG

Dizisi ' ' '

Sekil 2.5. Shotgun dizileme yontemi ortiisen pargalar ve birlesme islemi
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2.2.4. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR) Yontemi

1983 yilinda Polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) yontemi, Kary Mullis tarafindan
gelistirilmistir ve 1985 yilinda patentlenmistir [99, 100]. Bu yontem, bir nlkleik asit
sekansinin in vitro olarak katlanarak ¢ogaltilabildigi bir yontem olarak kullanilmaktadir.
Genel anlamda, bir DNA sablonu belirli bir DNA fragmaninin on milyarlarca kopyasini
uretilebilmektedir. PCR'nin gucu, matris DNA sayisinin teorik agidan sinirlayict bir faktor
olmadig1 6nermesine dayanmaktadir. Bu nedenle niikleotit sekanslarini sonsuz miktarda
DNA ekstraktindan cogaltilabilmektedir. Bu islemler dogrultusunda PCR bir saflastirma
veya klonlama teknigi olarak adlandirilabilmektedir. Bir organizmadan veya gesitli tlrlerin
DNA numunesinden ekstrakte edilmis bir DNA dogrudan analizi yapilamamaktadir.
Bircok nukleotid dizisi bulunmaktadir. Bundan dolayi, hem normal bir genin hemde
kodlayict olmayan dizilerin, ilgilenilen sekanslarin izole edilebilmesi ve saflagtirilabilmesi
gerekmektedir. Matris DNA'y1 olusturan bdyle bir dizi kiitleden, PCR bdylece bir veya
daha fazla dizi se¢ebilmektedir ve bunlari on milyarlarca kopyalayarak ¢ogaltabilmektedir.
Reaksiyon tamamlandigi zaman, ilgilenilen bolgede olmayan matris DNA sayisi
degismemektedir. Aksine, amplifiye edilmis sekanslarin (ilgilenilen DNA) miktar1 ¢ok
biiyiik olacaktir. PCR, bir arka plan gurultisu zerinden sinyalin yikseltilmesini olanak
saglamaktadir, bundan dolayr molekiiler bir klonlama teknolojisidir. PCR'!n birgok
uygulama alani bulunmaktadir. Molekuler ve hicresel biyolojide ¢cok 6nemli bir yontem
olarak kullanilmaktadir. Ozellikle birka¢ saat iginde, bir DNA parcasinin standart
molekiiler klonlama teknikleriyle birka¢ giin siiren otomatik bir sistem araciligiyla
"hiicresel klonlama" yapmasimi miimkiin kilmistir. Ote yandan PCR, biyolojik bir sivi
iginde organizmalarin spesifik bir DNA sekansinin varligin1 belirlenmesinde yaygin olarak
kullanilmaktadir. Ayn1 zamanda, bir kisinin adli sorusturma baglaminda genetik kimlik
tanimlanmas1 veya gida kalitesi testi, teshis veya g¢esit se¢cimi i¢in hayvan, bitkinin veya
mikrobiyal tanimlanmasi olsun, genetik parmak izleri yapmak i¢in de kullanilmaktadir [99,
100]. PCR, sekanslama veya bolgeye yonelik mutagenezi gergeklestirmek igin hala gerekli
bir yontemdir.
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Gliniimiizde molekiiler biyoloji i¢in bir¢cok caligmanin igleyisi PCR teknigine
dayanmaktadir. PCR teknigini i¢in alt akisinda birka¢ uygulama:

(1) Belirlenen hayvan irklarmin tim genom dizisinin olusturulmast;

(2) Genom boyunca belli basli dagmik polimorfizmleri olgebilen SNP saptama
yontemleri gibi birgok teknolojinin gelistirilmesi;

(3) Buyuk boyutlardaki gen transkripsiyonunu  Olgebilmek igin  mikrodizi

teknolojilerinin gelistirilmesi.

Biyolojik karmasiklik c¢alismalari, yuksek verimlilikteki molekiiler teknolojileri,
yiksek hiz ve bilgisayar bellegi, disiplinlerarasi becerilerin ve veri analizine yeni

yaklagimlarin entegrasyonunu olusturabilen sinir seklinde nitelendirilmistir [99, 100].

2.2.4.1. PCR Prensibi

PCR, in vitro replikasyon yoluyla bir DNA pargasinin bir sablonundan c¢oklu
kopyalarin1 elde etmeyi miimkiin kilmaktadir [100]. Matris DNA, bir haberci RNA
ekstraktindan (poli-A RNA) veya hatta mitokondriyal DNA'dan Ters transkripsiyon PCR
(RT-PCR) ile elde edilen tamamlayict DNA'nin yani sira genomik DNA da olabilmektedir.
Bir DNA Orneginden biiyiik miktarlarda spesifik bir DNA sekansi elde etmek igin
kullanilmaktadir. Bu amplifikasyon islemi, ¢ift iplikli DNA sablonunun replikasyonuna
(cogaltilmasina) dayanmaktadir. Sekil 2.6’da gosterildigi gibi 3 adimdan olugmaktadir:

(1) Denatirasyon,
(2) Primer Baglama,
(3) Yeni Zincir Sentezi.

Her sentez Urtnleri icin, gosterilen adimlar bir sablon olarak gorev almaktadir,
bundan dolay1 Sekil 2.7°de gosterildigi tzere Ustel amplifikasyon elde edilebilmektedir
[101].
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3 Adimda 30-40 dongii:

mwm&wwmm% —> DNA Parcas:

—> Adim 1: Denatiirasyon

(1 dakika 94 °C)

Adim 2: Primer Baglama

(45 saniye 54 °C)

Adim 3: Yeni Zincir
Sentezi

(1 dakika 72 °C)

Sekil 2.6. PCR amplifikasyon yontemi adimlari

PCR, bir tampon c¢ozeltisi iginde fazladan DNA ekstresi (sablon DNA), Taq
polimeraz, primerler ve dort deoksiribonukleosid trifosfat (ANTP) iceren bir reaksiyon
karisiminda gergeklestirilmektedir [102]. Karigim reaksiyonunu igeren tiipler, bir termal
dongiileyicinin 1sitma blogunda (6rnek tiiplerinin biriktigi bir muhafazaya sahip olan ve
sicakligin Peltier etkisiyle 0'dan 100°C'ye kadar ¢ok hizli ve hassas bir sekilde
degisebilecegi cihaz) tekrarlanan sicaklik dongiilerine maruz birakilmaktadir [101, 103].
Cihaz, sicaklik adim dongu siresini ve art arda programlanma islemine olanak
saglamaktadir. Her dongii igin birkac on saniyelik ¢ periyot gerekmektedir.
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Sekil 2.7. PCR ustel amplifikasyonu

Her dongiiden sonra, yeni sentezlenen DNA zincirleri bir sonraki dongilide sablon
olarak kullanilabilmektedir. Sekil 2.7'de gosterildigi gibi, bu iistel reaksiyonun ana {iriini,
terminleri oligoniikleotid primerlerinin 5' termini ile tanimlanan ve uzunlugu primerler
arasindaki mesafe ile tanimlanan bir dsSDNA segmentidir [101, 102]. Basarili sekilde ilk
amplifikasyonun firtinleri, uzunluklar1 iki primerin birbiriyle baglanma yeri arasindaki
mesafeyi asabilen dinamik heterojen boyutlu DNA molekiilleridir. Ikinci turda, bu
molekiiller daha sonraki amplifikasyon turlarinda {tstel bir sekilde birikecek ve
reaksiyonun baskin iriinlerini olusturacak olan tanimli uzunlukta DNA zincirleri
tiretmektedir. Boylece, hedef dizinin son kopya sayisit olarak amplifikasyon, asagidaki

denklemle ifade edilmektedir:

(2" = 2n)x (2.1)
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Hedef dizinin son kopya sayis1 olarak amplifikasyon hesaplamasi Denklem 2.1°de

gosterilmistir. Denklemde kullanilmis olan parametreler:

e nN: Dongl sayist,
e 2n: Birinci turdan sonra elde edilen ilk Grinddr ve tanimlanmamis uzunlukta ikinci
turdan sonra elde edilen ikinci Granddr,

e X: Orjinal sablon kopya sayisidir.

Potansiyel olarak, 20 dongiiden sonra, her dongii sirasinda %100 verimlilik
varsayimiyla 220 kat bir amplifikasyon olugmaktadir. Bir PCR'nin etkinlik durumu,

sablondan sablona ve uygulanan optimizasyon derecesine gore degismektedir [101-103].

Denatiirasyon Fazi, sicakligi artirilarak elde edilen iki DNA gen dizisinin
ayrilmasidir. Ilk olarak denatiirasyon sicakligi adimi 94°C'lik bir sicaklik degerinde
gerceklestirilmektedir. Bu sicaklik i¢in, replikasyon asamasinda matris gérevi yapan matris
DNA denatlre edilmektedir ve hidrojen baglar1 80°C'den yiiksek sicaklik degerinde
tutulamamaktadir, ayrica ¢ift zincirli DNA molekild, tek zincirli olan DNA'ya (SSDNA)
denatire edilmektedir [102, 103].

Ikinci adim ise Primer Baglama hibridizasyonu olarak isimlendirilmektedir. Primer
Baglama sicakligi genellikle 40 ila 70°C arasinda bir sicaklik degerinde
gergeklestirilmektedir. Sicakligin azaltilmasi hidrojen baglariminda yeniden sekillenme
saglamaktadir ve bdylece tamamlayici ipliklerin de melezlesmesine izin verilmis
olmaktadir. Primerler, amplifiye edilecek DNA'y1 ¢evreleyen bolgeleri tamamlayan kisa
tek zincirli diziler, uzun zincirli matris DNA'dan daha kolay hibridize edilmektedir.
Hibridizasyon sicakligi ne kadar yiiksek degerde olur ve hibridizasyon ne kadar secici

olursa, islem o kadar spesifik olmaktadir [102, 103].

Ugiincii  adim  olan, primer uzamasi  sicakhg  72°C'lik  sicaklikta
gerceklestirilmektedir. Tamamlayict iplikgik sentezidir. 72°C'de Taq polimerazlar, primer
tek iplikli olan DNA'lara baglanmaktadir ve reaksiyon karigimi isleminde bulunan
deoksiriboniikleosid trifosfatlarindan yararlanilarak replikasyonu katalize etmektedir.
Boylece sablon DNA'min primerlerin alt akisindaki bolgeleri secici bir sekilde

sentezlenmektedir. Bir sonraki dongii isleminde, Onceki dongiide sentezlenmis olan
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fragmanlar (pargalar) dizili matris olmaktadir ve birkag dongii sonrasinda baskin tdr,
primerlerin hibritlesme islemi bolgeleri arasindaki DNA veri dizisine karsilik gelmektedir.
Analiz edilebilir miktarda DNA (yaklasik 0.1 pg) sentezlemek 20-40 dongi stirmektedir.
Her donglde teorik olarak onceki dongiide olusan DNA verisi miktarin1 iki katina
¢ikarmaktadir. PCR reaksiyonu oldukca hizlidir, sadece birkag saat sirmektedir (30 dongi
PCR igin 2-3 saat) [102, 103].

2.2.5. Masif (Kitlesel) Paralel Dizileme Ydntemi

Yeni nesil dizileme teknolojilerinin ilki olan Kitlesel Paralel Dizilemesi (MPS),
1990'larda Lynx Therapeutics'te gelistirilmistir [104]. Klasik Sanger sekanslamasi, bir
DNA zincirinin sentezi sirasinda DNA sekansinin, zincir sonlandirict modifiye
niikleotitlere bagli niikleotide spesifik floroforlarin dahil edilmesi yoluyla belirlendigi
giivenilir bir standart yontemdir. Uretilen etiketli parcalarin elektroforetik ayristirma ve
tespiti, numunenin DNA dizisini ortaya koymaktadir. Diisiikk hata oranlarina sahip
olmasma ragmen, seri yapisi nedeniyle genomun biiyilk segmentlerini dizilemek igin
nispeten yavas ve pahali olan bir yontemdir. Bircok hedefi (farkli belirtegler ve bireyler)
dizilemesi uygun fiyath bir alternatif, son yirmi yilda gelisen yeni nesil dizileme(YND)

yontemidir [105].

Cesitli platformlar farkli avantajli 6zellikler sunmaktadir ve bu teknolojilere birlikte
yeni nesil dizileme veya daha dogru bir sekilde kitlesel paralel siralama, MPS (ve bazen de
ikinci nesil siralama olarak) olarak adlandirilmaktadir. Baska bir terim olan “ligiincii nesil
dizileme”, Oxford Nanopore Teknolojisi ve Pacific Biosciences dizileme yontemi gibi tek
DNA molekilleri izerinde uzun okuma dizilemesini kullanan bu ydntemlerin alt kiimesi
icin de kullanilmaktadir. Temel teknolojiler degismekle birlikte, bunlarin hepsi tek bir
deney sirasinda birden fazla 6rnekten biiylik miktarlarda dizi verisi (milyonlarca okuma
araliginda) tiretmek i¢in kitlesel (biiyiik 6l¢iide) paralel yaklasimlar kullanilmaktadir [106].
Bu saglam kapasite ve yliksek verim, dizilenen niikleotid basina maliyeti diistirmektedir:
2017'nin baglarinda, insan boyutlu bir genomun dizileme maliyeti 1000 USD'ye
yaklagsmistir [107]. Bu teknolojiler, DNA pargasinin dizilemesi i¢in cihaz basina yaklasik 1
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milyon - 43 milyar arasinda kisa okumayi (her biri 50-400 baz) dizilemek igin

minyatiirlestirilmis ve paralellestirilmis platformlar kullanmaktadir.

Kitlesel paralel dizileme, bir ¢alisma sirasinda eszamanli olarak ¢ok sayida ¢oklu
okuma tireterek yiiksek bir hassasiyet elde etmektedir, bu da Sanger dizilisine daha fazla ve
daha giivenilir alternatifler saglamak icin bu platformlarin siirekli olarak gelistirildigi

nispeten yiiksek dizileme hatasi oranlarini azaltan yiiksek bir kapsama alan1 saglamaktadir.

2.2.5.1. Kitlesel Paralel Dizileme Sureci

MPS analizinde, sekanslamadan once numune hazirlama islemine “kiitiiphane
hazirlama” denilmektedir. Kisa-okuma yaklasimlar1 igin, bu, ekleme DNA'sinin istenen
fragman uzunluguna ilk olarak uyarlanmasim1 gerektirmektedir; bu, enzimatik
fragmantasyon, fiziksel kesme veya amplikon iretmek igin PCR kullanilarak elde
edilebilmektedir; uzun-okuma yaklasimlar1 ig¢in, DNA dogal pargalanmamis halde
birakilabilmektedir. Uretilen DNA fragmanlari, sekanslama baslangici igin spesifik
sekanslar ve endeksler (barkod sekanslari) igeren bir deneyde birkag numunenin

cogaltilmasina olanak saglayan terminal adaptorleri eklenerek hazirlanmaktadir [106, 108].

Sentezleme yoluyla siralama (SBS) yontemleri, niikleotitlerin biiyiiyen bir iplik¢ik
icine dahil edilmesinde bir sinyali algilamaktadir. Platforma bagli olarak, bu farkli floresan
sinyallerinin (Illumina® platformlar1) gorsel olarak algilanmasi veya birlesme olaylar
sirasinda meydana gelen yar1 orantili elektrokimyasal sinyallerin (Ilyon Torrent
platformlari) 6l¢iilmesi ile olabilmektedir. Her iki yaklasimda da, niikleotitlerin sekanslari,
her biri binlerce tekli molekilin klonal kopyasindan olusan milyonlarca kiimeye paralel
olarak kaydedilebilmektedir [108]. MPS islem adimlar1 Sekil 2.8’de gosterilmektedir
[109].
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Sekil 2.8. Kitlesel paralel dizileme yontemi adimlari

2.2.6. Poloni Dizileme Yodntemi

Poloni sekanslama yontemi, milyonlarca hareketsizlestirilmis DNA sekansini
maliyeti diisiik sekilde paralel olarak okumak i¢in kullanilabilen, fakat oldukca hassas bir
multipleks sekanslama teknigi olarak kullanilmaktadir. Bu yontem ilk olarak Harvard Tip
Okulu'nda bulunan Dr.George Kilisesi grubu tarafindan gelistirilmistir. Poloni sekanslama
yontemi, DNA'nin bir cam mikroskop lamina tutturulmus sekilde ince poliakrilamid film
uzerinde klonlandig1, sekanslandig1 ve amplifiye edildigi yeni bir dizileme teknolojisidir.
Bes milyon bireysel reaksiyonu icin tek bir islem siiresince paralel bir sekilde
gerceklestirilecegi  diisiniilmektedir, bdylece sekanslama hizli ve daha ucuz
gerceklestirilebilmektedir. Poloni  sekanslama genellikle, DNA sablonunun her
molekdluntn 135 bp uzunlugunda oldugu ve ortak dizilerle ayrilmis ve cevrili iki 17-18 bp

eslestirilmis  genomik  etiketin  oldugu ¢ift uglu etiketler kiitliphanesinde
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gerceklestirilmektedir. Bu teknigin gecerli okuma uzunlugu amplikon basina 26 baz ve

etiket basina 13 baz olup, her etikette 4-5 baz boslugu birakmaktadir [110].

Insan genomunun tim dizisi 2000 yilina kadar belirlenebilecegi diisiiniilmiistiir;
bununla birlikte, bu basar1 DNA dizileme yontemlerine olan taleplerde bir azalmaya sebep
olmayacaktir. Aslinda, DNA sekanslama yontemlerinin kullanimi, 6zellikle sekans verisi
icin maliyeti blylk olglide azaltilabilmesi durumunda, Oniimiizdeki yillarda artmasi

beklenilebilmektedir.

Poloni sekanslama, bir poliakrilamid jele kovalent olarak baglanan ¢ok sayida tekli
DNA molekiiliiniin amplifiye edilmesinden ve daha sonra bu amplifiye DNA'nin, tek bir
deoksiniikleotit ile seri genisletme yoluyla dogrudan poliakrilamide dizilmesinden
olugmaktadir. Bu islemler Sekil 2.9°da gosterildigi gibi belirli adim asamalarindan
olugsmaktadir [111].
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Sekil 2.9. Poloni yontemi amplifikasyonu

1. Adim

2. Adim

Primer bolgelerini bulunduran dogrusal DNA molekiillerinin kitiphanesi, PCR ile

amplifiye edilmesi icin bir poliakrilamid jel igine birakilmaktadir. Tek bir sablon molekiilii

ile bir polimeraz kolonisi veya polonisi olusmaktadir. Sekil 2.9’daki adimlar [111, 112]:

1.Adim: Primer bolgeleri ile dogrusal DNA molekullerinin kitliphanesi olusturulmasidir.

Kittphanedeki her bir molekdl, iki sabit bolgeyle cevrili degisken bir alan icermektedir.

Molekiiller bu degisken bolge iginde farkli diziler igermektedir. Sabit bolgeler PCR ile

amplifikasyonu saglamak igin primer baglanma yerleri icermektedir. ilk olarak bu tur

kituphane SELEX deneyleri i¢in olusturulmustur.
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2.Adim: Akrilamid jel igcinde polimeraz polonilerinin (koloniler) ¢ogaltilmasidir. Bir cam
mikroskop laminin (izerine ince bir poliakrilamid jel dokulmektedir ve polimerize olmasi
beklenmektedir. Bu jel karistmina oligoniikleotid primerleri, DNA polimeraz, niikleotid
trifosfatlar ve yukarida tarif edilen dogrusal DNA kiitiiphanesinin ¢ok seyreltik miktarlar
(100 ila 5 milyon molekil) icermektedir. DNA, mikroskop lamlarina 6zel tasarlanmig
termal  dongileyicilerden  yararlanilarak PCR  gergeklestirilerek  biiyiitiilmesi
beklenmektedir. Poliakrilamid matrisi reaksiyon asamasinda lineer DNA molekiil
difizyonunu geciktirmektedir, bu sayede amplifikasyon {irtinleri ilgili sablonun yakininda
lokalize sekilde kalmaktadir. Reaksiyonun sonunda, her sablon bir polimeraz ‘poloniye’
veya koloniye yol agmaktadir. Bir islemde 5 milyon kadar poloni yukseltilebilmektedir.
Primerlerden birinin 5" ucuna bir akridit modifikasyonu dahil edilmektedir, boylece
amplifiye DNA, poliakrilamid matrisine kovalent olarak baglanmaktadir ve daha fazla

enzimatik manipiilasyonun gergeklestirilmesine olanak saglamaktadir.

3.Adim: Sekil 2.10°da gosterildigi gibi polonilerin ardisik, floresan tek bazli uzantilarla
dizilenmesi islemidir. Oncelikle, hareketsiz hale getirilmis DNA denatiire edilmektedir, bir
iplik yikanilip bir evrensel primer sablonuna hibridize edilmektedir. Daha sonra jel Gizerine
DNA polimeraz ve tek, floresan etiketlenmis bir nlkleotid eklenmektedir. Reaksiyon
islemi birka¢ dakika siirmektedir ve sonrasinda birlestirilmemis niikleotit yikanmaktadir.
Daha sonra bir tarama fluoresan mikroskobu yardimiyla jel taranmaktadir. Eger bir poloni
ilave edilen tabani dahil edilmisse, tavlanmis primerden hemen 3' sablon tabaninin
kimligini ortaya c¢ikarmaktadir. Floresan daha sonra florofor ve niikleotit arasindaki
baglayiciy1 kimyasal olarak klivaj edilerek ve floroforu yikanilarak uzaklagtirilmaktadir.
Daha sonra dongl islemine, floresanla etiketlenmis olan farkli bir baz ilave edilmesiyle,
birlestirilmemis olan niikleotidi yikayip jeli tarayarak tekrarlanmaktadir. Bu sekilde, jel

uzerindeki her poloni dizi verisi paralel bir sekilde belirlenebilmektedir.



57

s ¥s
"y ——> e = .y 1.Denature DNA
°

e ./
S R 5 2. Dizileme Primeri
G G
¥s 1 ¥ 3.DNA polimeraz ve floresan

= L etiketli dATP eklenmesi
B P ——— ® o

b o/ , 4. Yikama 3.Adm
G ° ® é " .
S s G 5. Tarama Jeli

6. Floresan etiketi birlestirilmig
l tabandan cikarilmasi
¥s s
7. Floresan etiketli dCTP

i o ° il eklenmesi

° @

\ ® o'/ 8. Yikama

G ° e TA
c o G g
G G 9. Tarama Jeli

Sekil 2.10. Floresan yerinde sekanslama

Poloniler denatiire edilmektedir ve bir sekanslama primeri tav verilmektedir.
Poloniler, tek bir floresan niikleotidin seri bir sekilde ilave edilmeleri ile sekanslanmaktadir
[111, 112].

2.2.7. Solexa Dizileme Yodntemi

1990'larin ortalarinda, Cambridge Profesorleri Shankar Balasubramanian ve David
Klenerman, doganin bir polimeraz sentez DNA'st adi verilen makinelerinden birini

izlemiglerdir. 1997'deki bir dizi tartisma, niikleotitleri kati bir ylizeye adim adim ekledikge
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tek molekiilleri gorsellestirerek DNA polimerazin hareketini izlemeyi ¢evreleyen fikirler
ortaya ¢ikarmistir. Daha sonra sentez teknolojisi ile sekanslama (SBS), sonunda yeni bir
DNA sekanslama yaklagiminin temeli haline gelmistir. 1997 yilinda, ¢ift Abingworth
(Cambridge girisim kapitalistleri) ile DNA'nin kod ¢6zme hizin1 ve maliyetini 100.000 kat
arttirabilecegini sdyleyerek bir araya gelmislerdir [113].

Balasubramanian ve Klenerman, teknolojilerini daha da gelistirmek ic¢in girisim
sermayesi girketi Abingworth Management'in finansa etmesi ile birlikte 1998 yilinda
Solexa'y1 kurmuslardir. Solexa biiyiimeye devam etmistir ve sonunda Illumina tarafindan
2007 yilinda 600 milyon £ karsiliginda satin alinmistir. GUnumizde Solexa yeni nesil
sekanslama teknolojisi, tim Illumina sekanslama Uriinlerinin merkezinde yer almaktadir.
Solexa dizileme c¢ok biiyiik Olgekli projeleri miimkin kilmistir ve Solexa-lllumina
dizileyecileri 100.000 Genom Projesi, Uluslararas1 Kanser Genom Projesi ve GenomeAsia

100K gibi 6nemli projelerin temelini olusturan teknoloji olmustur [114].

Solexa sekanslama, sentez (SBS) yontemi ile sekanslama esas alinarak
gelistirilmistir. Son on yilda otomatik Sanger dizileme ydnteminin yerini alan yeni nesil,
yuksek verimli sekanslama teknolojilerinden biri olmustur. Bu yontemin g¢alismasi DNA
sentezinin gercek zamanli tespitine dayanmaktadir. Sekanslanacak DNA, uclara
tutturulmus primerler ile birka¢ yiiz niikleotitin fragmanlarina (pargalarina) ayrilmaktadir.
Parcalar, primer baglama yerleri ile dolu bir plakaya tutturulmaktadir. Amplifikasyon
asamasinda, par¢anin yaninda yeni bir iplik sentezlenmektedir. Elde edilen ¢ift sarmal yay
tizerinde biikiilmektedir, bdylece ikinci tel yakindaki bir primer baglanti yerine
yapismaktadir. Cift iplik agilarak sonu¢ yeni kopyalamaya hazir iki tek zincirli zincir
olusmaktadir. Amplifikasyon faz1 ilerledik¢e, farkli pargalardan olusan gruplar
olugmaktadir. Sekanslama adiminda, hepsi farkli floresan boyalarla boyanmis, bazlh
sablonlarin yaninda yeni bir iplik sentezlenmektedir. Baz takildiginda, cihaz tarafindan
aciklanan bir floresan sinyali iiretilmektedir. Farkli renklerin sinyallerine dayanarak,

sablonun dizilenmis hali ¢ikarilabilmektedir [115].

Sekil 2.11°de Solexa dizileme yOnteminin asamalar1 gosterilmistir [116]. Adaptor
Ligasyon ve benzer fragmantasyon adimlarindan baslanarak, kdpru amplifikasyonu igin
akis hiicresine kittuphane eklenmektedir. Kiime fragmanlari denatiire edilmektedir, bir
sekanslama primeri ile tav yapilmaktadir ve 30 bloke etiketli niikleotit kullanilarak sentez

yoluyla sekanslamaya tabi tutulmaktadir.
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Tim genom dizilemesinin yani sira, bu sistem coklu Orneklem caligmalar1 icin

verilere ulagma siiresini ve maliyetini énemli dlclide azaltmaktadir. Kiitiiphane hazirlig



60

cok zahmetsizdir ¢lnkiu sistem klonal saflastirma gerektirmemektedir. Genom

biiyiikliigiinden bagimsiz olarak tiim islemler saatler icinde tamamlanabilmektedir [116].

Bu teknolojide en 6nemli asama veri analizidir, ¢iinkii elde edilen biiyiik verileri

anlamak i¢in gelismis bilgisayar sistemleri ve biyoinformatik araglar gerekmektedir [117].

2.2.8. Nanotop DNA Dizileme Yontemi

Nanotop Dizileme yontemi, bir organizmanin tiim genomik sekansini belirlemek i¢in
kullanilan yiiksek verimli bir sekanslama teknolojisi olarak kullanilmaktadir. Bu
yontemde, kiigiik genomik DNA fragmanlarini DNA nanotoplarina yukseltilebilmesi
icin yuvarlanma c¢emberi replikasyon iglemi kullanilmaktadir. Floresan nukleotitler,
tamamlayict DNA'ya baglanmaktadir. Daha sonra DNA sablonunda bilinen sekanslara
bagli olan ¢apa sekanslarina polimerize edilmektedir. Baz sirasi, bagli niikleotitlerin
floresan1 yoluyla belirlenmektedir [118]. Bu sekanslama yOntemi igin, diger yeni nesil
sekanslama platformlarina gore daha diisiik reaktif maliyeti i¢in ¢ok sayida DNA
nanotoplarmin dizilenmesi saglanmaktadir. Bununla birlikte, bu yontemin bir sinirlamasi,
okumalarini bir referans genom ile eslestirmek icin zorluklar yaratan sadece kisa DNA

dizileri Uretmesi olarak nitelendirilmektedir [119].

Istenen DNA'nin izolasyonu ve 400-500 baz ciftine (bp) sahip kicilk parcalara
donustiirilmektedir. Adaptor sekanslar1 DNA sekansina baglanmasi saglanmaktadir ve
sekansi dairesel pargalara dontistiirmektedir. Dairesel parcalar, her bir parcanin tek sarmalli
olan bir¢ok kopyasina sebep olan yuvarlanma ¢emberi replikasyonuyla kopyalanmaktadir.
DNA kopyalart uzun bir iplikcikte basindan kuyruga birlestirilmektedir ve Sekil 2.12°de
gosterildigi gibi bir DNA nanotopuna sikistirllmaktadir. Nanotoplar daha sonra bir
sekanslama hiicresine adsorbe edilmektedir. Sorgulanan her bir pozisyondaki floresan
rengi, yuksek cozunurlikli bir kameradan kaydedilmektedir. Biyoinformatik, bir baz
cagris1 yapmak ve floresan verilerini analiz etmek icin, ayriyeten 50bp, 100bp veya 150bp
tek veya ¢ift uglu okumalarin nicellestirilmesi veya haritalanmasi igin kullanilabilmektedir
[108, 120].
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Sekil 2.12. Nanotop DNA dizileme yontemi

2.2.9. 454 Pirodizileme Yontemi

454 pirodizilim teknolojisi, 454 Sciences tarafindan YND teknolojileri arasindan
gelistirilen Roche'un bir pargasi haline gelmis ilk teknoloji olmaktadir. Bu yontemi
kullanan ilk makaleden sonraki ii¢ yil icinde, tiim genom dizileme, metagenomik,
transkriptom profili olusturma, nadir varyant analizi i¢in ultra derin sekanslama ve antik
DNA c¢alismasini igeren yaklasik 250 hakemli makale yaymlanmistir [121]. Glnimizde
mikrobiyal ¢esitlilik ve metagenomik ile ilgili ¢alismalarda 454 Genom Sequencer (GS)
FLX sistemini kullanmakta olan yaklasik 1000'den fazla yayin bulunmaktadir [122].

454 dizileme prensibi, inorganik pirofosfatin (PPi) salinimini orantili bir sekilde
elektroforetik olmayan goriiniir 1518a doniistiiriilmesi ile Olgiilebilen, biyoluminesans bir
yontem olan bir sentezleme islemi yapan Pyrosequencing'e dayanmaktadir. Bu isleme
bircok enzimatik reaksiyon islemi ile ulagilmaktadir. Sekanslanacak DNA fragmani, DNA
polimeraz, ATP siilfiirilaz, lusiferaz ve apiraz olusan dort enzim karisimi, essiz bir
deoksiribonukleosid trifosfat (ANTP) bozan enzim ile inklbe (kulucka) edilmektedir. Bir

dNTP'nin uzanan DNA fragmanina baglanmasi iizerine, siilfiirilaz ile adenosin trifosfata
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(ATP) dondistiiriilen PPi salinmaktadir. Bir lusiferaz kataliz reaksiyonu ATP'yi, sarj bagh
cihaz (CCD) kamera gibi 1s18a duyarli olan bir cihaz araciligiyla Olgiilen 1s18a
doniistiirmektedir [123].

Yeni nesil dizileme teknolojileri dizileme igin iki asamali bir yontem i¢ermektedir.
[lk adim olarak, Sanger sekanslama yéntemi ile ihtiya¢ bulunan bakteriyel klon
kitlphanelerinin zaman alict iretimini yapabilen sablonlarin paralel toplu klonal
amplifikasyonu seklinde bilinmektedir. 454 sekanslama ile klonal amplifikasyon, yag
emiilsiyon bazli bir PCR reaksiyon karisimi seklinde belirtilmistir (emPCR). EmPCR,
kesilmis DNA pargalar kiitliphanesinde, 5' ve 3' uclarina baglanabilen adaptor sekanslari
ile ya da amplifikasyon kituphanesi esnasinda amplifikasyon sekansi ilave edilmis
amplikon kutlphanelerinde olusturulmasidir. EmPCR ve primer tasarimi i¢in 16srDNA
amplikon kiitliphanesinin olusturulmasi (4.2.2.1) 'de tarif edilmektedir [124]. Adaptor
sekanslari, DNA pargalarinin  sekanslama ve emPCR i¢in kullanilan taneciklere
baglanmasina olanak saglayan 454 oligoniikleotit sekanslar1 seklinde nitelendirilmistir.
Sinirlayict kosullar, her bir tanecik igin tek bir DNA molekiluniin baglanmasini
kolaylastirmast i¢in yapilmaktadir. Her bir tanecik, bir yag emiilsiyonu i¢indeki 6zel bir
sulu PCR reaksiyon karisimi damlaciklarinda boliimlere ayrilmaktadir. Bu, tek tek
molekdllerin kontaminasyon veya rakip sekanslar olmadan amplifiye edilmesine izin
vermektedir ve her bir tanecik iizerinde milyonlarca klonal olarak amplifiye edilmis sekans
sablonlar1 tiretmektedir. Ikinci adimda, 454 dizileme makinesi tarafindan ayr1 olan
taneciklerin paralel dizilemesi gergeklestirilmektedir. Islem dért boliimden olusmaktadir:
akigkan bir diizenek, iyi igeren fiber optik slayt ile birlikte bir akis hiicresi, bir CCD
kamera tabanl goriintiilleme diizenegi ve bir bilgisayar seklinde belirtilmistir. Yaklasik 1.6
milyon kuyu alani bulunduran fiber optik slayt, taneciklerle yiiklenmektedir ve iginde
bulunan sekanslama reaktiflerinin bir akis hiicresi alanina monte edilmektedir. Akiskan alt
sistem, sekanslama reaksiyonu sirasinda kuyu boyunca sekanslama tamponunu ve 4
niikleotidi sirayla sabit bir sirada (GS FLX titanyum serisi-200 devir) iletmektedir.
Niikleotitlerin akis1 sirasinda, her bir oyuktaki sablon seridine tamamlayic1 niikleotitler,
sentezlenen yeni DNA iplikciklerine dahil edilmektedir ve kamera, kemiliminesans
reaksiyonu tarafindan iretilen 15181 yakalamaktadir. Bu bilgiler 1s18inda bilgisayarda DNA
baz molekullerine cevrilmektedir. Sekil 2.13'te 454 pirodizileme yonteminin tim akis

semas1 gosterilmistir [122, 125].
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Sekil 2.13°teki 454 sekanslama akis semast: (A), uglara tutturulmus adaptorlere sahip
tek bir DNA molekiiliiniin (mavi ve kirmizi uglu sar1 ¢ubuk) paralel klonal
amplifikasyonuna izin veren ayri bir mikro-reaktdr olusturan bir yag emiilsiyonu icinde
PCR reaksiyon karisimi ile birlikte mevcut oldugu emPCR'yi gostermektedir. Her tanecik,
amplifikasyon isleminden sonra benzersiz olan DNA sablonunun milyonlarca kopyasini
icermektedir. Daha sonra emiilsiyon kirilmaktadir ve DNA denatiire edilmektedir (B) Bl
Fibreoptik lam iizerine birakilan ssDNA klonlarin1 tasiyan her boncuk seklindedir.
Pirofosfat dizilemesi i¢in gerekli olan hareketsizlestirilmis enzimleri tasiyan B2 kiiciik
tanecikler her oyuga birakilmaktadir. B3, siv1 diizenegi sistemiyle (a) 454 sekanslayiciyi,
sekans slaytini (b) igeren akis hiicresi odasini, goriintiilleme (C) i¢cin CCD kameray1 ve
bilgisayar sistemini gostermektedir. B4, bir nukleotidin ilave edilmesiyle orantili bir

sekilde tiretilen 151k sinyalinden {iretilmis akis diyagramini gostermektedir [122, 125].
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454 sekanslama yontemi, mikrobiyal toplulugun hastalik ve sagliktaki yapisini,
islevini ve sistemsel dinamiklerini anlamak i¢in yaygm olarak kullanilmistr.
Pyrosequencing tabanli insan mikrobiyom c¢aligmalarinin bazi Ornekleri, bagirsak
mikrobiyomunun artan enerji verimi kapasitesi ile karakterizasyonu ve obezite ile iliskisi,
antibiyotik tedavisinin saglikli bireyler arasindaki vajinal mikrobiyal topluluktaki bagirsak
mikrobiyom varyasyonu {lzerindeki etkisi, cilt mikrobiyomunun bireyleri arasindaki
varyasyonlar, viicut bolgelerinde, saglik ve periodontitte bakteriyel topluluk profillerinin
karsilastirilmas1 ve saglik ve hastalikta hava yolu mikrobiyomunun karakterizasyonu gibi

kullanim alanlar1 bulunmaktadir [126, 127].

2.2.10. Solid Dizileme Yontemi

Harismendy ve arkadaglar1 tarafindan 2009 yilinda yiiriitiilen yiiksek verimli YND
teknolojilerinin erken karsilagtirmalari, ABI SOLID ve Illumina siralayicilari gibi
platformlarin dogruluk ve verim agisindan son derece benzer oldugunu ileri siirmiistiir. Bu
calisma, sekanslama platformu se¢imini etkileyen ana faktorlerin zaman, maliyet ve
bulunabilirlik oldugunu ortaya koymustur. Bununla beraber, her sistemin bazi uygulamalar
icin kii¢iik avantajlar1 oldugu belirtilmistir. ABI SOLID sistemi daha diisiik kapsama
degiskenligi ile diisik kapsama ortaminda daha yiiksek dogruluk ortaya c¢ikardigi
gosterilmigtir. Bu durum, ¢ok daha diisiik ekspresyona sahip olan transkriptlerin,
ncRNA'lar gibi nadir durum intergenik transkriptlerin karakterizasyonu ve tanimlanmasi

icin 6zellikle énemli bir durum seklinde nitelendirilmistir [128].

Applied Biosystems'in (ABI) SOLID (Oligo Ligasyonu ve Tespiti ile Sekanslama)
sistemi 2007 yilinda piyasaya stirtilmistiir [128, 129]. Bu sistem icin, floresan etiketlenmis
yar1 dejenere olan oligoniikleotid problarinin dizili ligasyonuna dayanmakta olan benzersiz
bir sekanslama yontem metodolojisi sunmaktadir. Her prob, tek seferde iki bitisik baz
pozisyon sorgulamasi yapmaktadir ve dort floresan boya yardimiyla olast 16 di-baz
kombinasyon kodlamas1 yapilmaktadir. Ligasyon agamasi sonrasinda, bir floresan degeri 0
anki boyanin rengini kaydetmektedir. Daha sonra floresan grup, ligasyonlu oligonikleotid

probu igerisinden kimyasal bolinme islemi ile ¢ikarilmaktadir ve sonrasinda muteakip bir
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ligasyon dongusune izin verilmektedir. Di-baz problarinin kullanimina "2 baz kodlama"
denilmektedir ve SOLID sisteminin yiiksek hassasiyetine katkida bulunmaktadir.
Ligasyon, algilama ve dilinim dongiisii, nihai okuma uzunlugunu belirlemektedir. Bir dizi
ligasyon dongiisiinii takiben, uzatma iiriinii ¢ikarilmaktadir ve sablon, 2. tur ligasyon
dongdileri icin n-1 pozisyonuna tamamlayici bir primer ile sifirlandirilmaktadir. Her sekans
etiketi ve renk uzayinda iiretilen son sekans icin toplam 5 dongii gerceklestirilmektedir. Bu

dizileme yontemi, diger sistemlere kiyasla ¢ok sayida avantaj saglamaktadir [130]:

e Her ligasyonda iki bazin sorgulanmasi, daha fazla 6zgiilliik saglamaktadir.

e Her baz igin iki kez sorgulama islemi yapilarak, daha fazla giiven saglanmaktadir.

e Primer bes bagimsiz uzatma turu igin sifirlanmaktadir ve sinyal-giiriiltii oranlari
tyilestirilmektedir.

e 16 olasi iki baz kombinasyonunu kodlayan dort boyanin tasarimi, dahili hata

kontroliinii miimkiin kilmaktadir.

Sekanslama iglemi ve renk alani format1 Sekil 2.14'te detaylandirilmistir [130].

Renk Alam Ligasyon ile Dizileme
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Sekil 2.14. Ligasyon ile renk alani1 formati ve solid sekanslama
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Solid sistemi, renk alaninda diziler olusturmak i¢in bir dizi yar1 dejenere ve floresan
etiketli di-baz prob kullanilmaktadir. Sekil 2.14°te di-baz sekanslari renk alanina
doniistiirmek i¢in bir anahtar, sol bélmede gosterilmistir. Solid sekanslama yontemi Sekil
2.14’te sag bolmede gosterilmistir. Primerlerin kiitiiphane sablondaki P1 adaptor sekansina
hibridizasyon islemi ile baslamaktadir. Daha sonra dort prob, sekanslama primerine
ligasyon amaciyla rekabet etmektedir. Bagli olan prob fliioresan etiketi Solid tarafindan
tespit edilmektedir, daha sonra problar boliinme yoluyla c¢ikarilmaktadir ve islem
sablondaki bir sonraki baz i¢in tekrarlanmaktadir. Di-baz probunun 6zgiilliigii, her ligasyon
reaksiyonunda her 1. ve 2. bazin sorgulanmasiyla elde edilmektedir. Solid Dizilemesi igin

kltiiphanelerin hazirlanmasi Sekil 2.15°te gosterilmektedir [130].

Parca Kiitiiphanesi Hazirlanmas Cift-Eslestirme Kiitiiphane Hazirlanmasi

1. DNA Kesilmesi 1. DNA Kesilmesi 4. EcoPl5ile DNA Kesme

., ; 27bp 2Tbp

2. SOLID Adaptér Baglama 2 Dahili Adaptér Baglama 5  SOLID Adaptér Baglama

P1 P2

P1 DNA P2

3 Parca Kiitiiphanesi 3 Sirkiiler Hazirlanma 6 Eslestirilmis Kiitiphane

O

Sekil 2.15. SOLID parga kitliphanelerinin olusturulmasi

Solid sekanslama sistemi iki ayr1 tir kitaplik kullanabilmektedir; bunlar par¢alanmis

(sol bolme) ve eslestirilmis (sag bolme) seklindedir.
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2.2.11. iyon Yar iletken Dizileme Yontemi

Iyon Torrent teknolojisi 2010 yilinda ticarilestirilmisti ve sekanslama makineleri
2012'de diger birgok sekanslama teknolojisinden daha diisiik bir maliyetle yaklasik 80.000
dolara gerceklestirilmektedir. Iyon yar iletken dizileme Kisisel Genom Makinesi (PGM),
DNA dizilemesi i¢in Iyon Proton Sistemi yari iletken yongalari ile modiiler olarak
yukseltilebilen bir laboratuar makinesi olarak gelistirilmistir. Baslangigta, sekanslama
calismalar1 100bp uzunluklarda okumalar iretmistir. Son yongalar 400bp uzunlukta
okumalar iiretebilmektedir. Illumina ve Pacific Biosciences'dan farkli olarak iyon yari
iletken dizileme teknolojisi, baz arama i¢in hidrojen iyonu algilama 6zelligini kullanirken,
diger teknolojiler 151k algilama 6zelligini kullanmaktadir. Cip makinesi, reaksiyon
kimyasinin meydana geldigi substrat ve kuyularin yan1 sira hidrojen iyonu voltaj sensorii
icin elektronikler icermektedir. iyon yari iletken dizileme teknolojisi, bir tanecik
tizerindeki kisa DNA pargalarin1 hareketsizlestirerek calismaktadir. Tanecik, DNA
parcasinin tanecik lizerinde emiilsiyon PCR ile biyitildigli bir kuyu igine
yerlestirilmektedir. Bir ¢ip tiizerinde, biiyiikk Ol¢lide paralel sekanslamaya izin veren
milyonlarca kuyu bulunmaktadir. DNA fragmanlar polimeraz ile kopyalanmaktadir ve
kopyaya her niiklelotid eklendiginde hidrojen iyonlari salinir hale gelmektedir. Kuyu, altta
bir elektrik voltaj1 yoluyla iyon konsantrasyonunu algilayan bir sensore sahiptir. Bir taban
tanecik lizerinde yikanirsa ve fragmanlara dahil edilmezse, hicbir iyon agiga

cikmamaktadir ve elektrik voltaji sifir olmaktadir [131].
Sekanslama iglemi asagidaki adimlardan olusmaktadir [132, 133]:

a) Dogal yasamda, bir polimeraz tarafindan bir niikleotid bir DNA seridine ilave
edildiginde, bir hidrojen 1yonu yan urin seklinde salinmaktadir.

b) Iyon yari iletken dizileme sistemi, bu biyokimyasal islemi biiyiik oranda paralel bir
sekilde gerceklestirebilmek igin yiliksek yogunluk degerinde bir mikro islenmis
kuyu dizisinden faydalanmaktadir. Her Kkuyunun farkli DNA sablonu
bulunmaktadir. Bu kuyucuklarin altinda 6zel bir iyon sensori ve iyon duyarli bir
tabaka bulunmaktadir.

c) Bir DNA sablonuna nikleotit dahil edilirse ve sonrasinda bir DNA zincirine

eklenirse, bir hidrojen iyonu salimmi gézlenmektedir. Bu iyondan gelecek olan
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yuk, 6zel bir iyon sensori yardimiyla tespit edilebilen ¢oOzeltisinin pH'imi
degistirebilmektedir. Dizileyici, kimyasal bilgiden dijital bilgiye dogrudan gecerek
baz aramaktadir.

d) Iyon Kisisel Genom Makinesi (PGM) dizileyeci ¢ipin art arda bir nikleotid ile
ardigik olarak tasmasina neden olmaktadir. Eger bir sonraki ¢ipi dolduran nikleotid
bir eslesmesi yok ise, herhangi bir baz ¢agrilmamaktadir ve voltaj degisikligi de
kaydedilmemektedir.

e) DNA zincir yapisinda iki 6zdes baz var ise, voltaj iki kat1 artmaktadir ve ¢ip olarak
bu iki 6zdes baz kaydedilmektedir.

Sekil 2.16°da Iyon yar iletken dizileme yontemi gosterilmistir [134].
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Sekil 2.16. Iyon yar iletken dizileme yontemi
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Iyon yar iletken dizileme teknolojisinin diisiik maliyetli olmasina ragmen, bazi
dezavantajlar1 nispeten diisiik verim, homopolimerlerde hataya egilimli ve yikama hatalara

neden olabilmektedir [135].

2.3. DNA Dizileme Yontemleri Analizi ve Genel Bakis

DNA dizileme yontemleri, son 40 yilda bir¢ok devrimsel ilerlemeye tanik olmustur.
Sanger ve arkadaslar1 tarafindan gelistirilmis olan dideoxy yontemi, genomik alanlarinda
gelisim agisindan biiyiik bir yol gosterici olarak gorilebilmektedir. Genel kullanimlarda
hala altin standart olarak kullanilan bu yoéntem, sekanslama yontemlerindeki gérinimi
degistirmistir. Sonralarda insan genom projesinin tamamlandiginin duyulmasi, yeni nesil
dizileme teknolojileri olarak adlandirilan yiiksek verimli ve hizli dizileme platformlarinin
bir ¢cagin1 agmistir. Ik YND yaklasimlarindan olan pirosequencing'i, terminator kimyasal
bazli dizileme ve ligasyon temelli sekanslama metodolojileri izlemektedir. Cok ge¢meden,
yeni bakis acilarina bagh olarak iiciincii nesil dizileme sistemleri tanitilmustir. Ugiincii nesil
dizileme yontemlerinde, tek molekil gercek zamanli dizileme, tek molekdl floresan
sekanslama ve yari iletken sekanslama yontemi gibi sistemler sayesinde kullanicilara yeni
firsatlar sunmustur. Ayrica, nanopore sekanslama yontemi gibi yeni nesil teknolojileri
DNA, RNA veya proteinler (zerinde daha verimli analiz yapabilme olanaklar
saglamaktadir. DOrdlnci nesil sekanslama yontemleri, dokularda ve sabit hicrelerde
yerinde sekanslamaya bagl alanlarda biiyiik katkilar saglanmasi beklenilen yeni yontem ve
cok spesifik uygulama alan1 seklinde bilinir hale gelmektedir. Mevcut sekanslama
platformlart siirekli olarak giincellenirken, daha ucuz, daha hizli ve daha dogru sekanslama
teknolojileri olusturmak i¢in arastirma ve yenilik c¢alismalari hiz  kesmeden
gerceklestirilmektedir. Gunimuzde diinyanin birgok farkli iilkelerinde nanopore dizilime
sistemine dayanan bircok yeni teknoloji ve sistemler gelistirilmektedir. Nanopore siralama
alaninda c¢alisan sirketler arasinda Base4, Genia, INanoBio, Nabsys, Noblegen
Biosciences, Oxford Nanopore Technologies, Quantapore ve Quantum Biosystems
seklinde listelenebilmektedir. Metodolojilerini ve tanimsal kavramlarini1 kisaca agiklamak

icin, Ornek olarak Nabsys, yari iletken tabanli olan nanodetektorlerin etiketli bir DNA'nin
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dogrudan elektriksel tespiti yapilabilmesi i¢in kullanildigi bir yonteme dayanirken, Genia
optik tespit sistemlerine ve biyolojik membranlara bagli olarak bir platform sunmak igin
hazirlanmaktadir. INanoBio sistemi teknolojisi, se¢iciligi ve duyarliligi artirabilmek adina
Tamamen Bosaltilmis Ustel Olarak Birlestirilmis (FDEC) Alan Etkili Transistor (FET)
olarak nanotel sensorleri yardimiyla sinyal disiisiinii engelleyebilen bir nanopore
teknolojisini  bulundurmaktadir. Ayriyeten, Quantum Biosystems firmasi, nanopore
teknolojisini  bir elektron mikroskop turi olan tlnel tip elektron dedektorl ile
birlestirilmesini saglayan bir yaklasim kullanmaktadir. Diger taraftan, Base4, su-yag
emiilsiyonu ile ayrilan ve ayrilan tek niikleotitlerin saptanmasi i¢in kademeli sekilde
kimyasal reaksiyonlar kullanmaktadir. Noblegen Bioscience firmasi, 2014 yilinda optipore
adinda bir sistemi gelistirmeyi amaglamistir. Ayrica, Quantapore nanopore tabanl optik
okuma yontemi gelistirmektedir. Sirketlerin Ar-Ge c¢alisma faaliyetlerine ek olarak, devlet
kurumlar1 ve vakiflarin son derece onemli hibeleri yardimiyla da yeni nesil dizileme
teknolojilerinin gelistirilebilmesi adina bircok grup desteklenmektedir. Ornegin, sadece
2014 yilinda NHGRI, genom sekanslama maliyetlerinde (1000 ABD dolarindan az) énemli
bir diisiis bekleyen ve yeni ilerlemelerin uygulanmasina izin vermek i¢in uygulama
alanlarin1 genisleten yeni sekanslama tekniklerinin gelistirilmesi i¢in arastirma gruplarina
yaklasik 14,5 milyon ABD dolar1 saglamistir. Bu alandaki resmi ve ticari yatirimlarin
devam eden yillarda artmasi ve bdylece arastirma caligmalarinin piyasaya daha iyi
platformlar getirmesini saglamasi beklenmektedir. 1000$ genom projesinin bir dyesi olan
NHGRI 2004 yilindan beri, bu yénde ¢alismasi bulunan birgok grubu desteklemistir. Bu
nedenle, 2001 yilinda agiklanan insan genom projesi i¢in 3 milyar dolar olan genom
dizileme maliyeti 6nemli Ol¢lide azaltilmis ve giiniimiizde yaklagik 1000 dolar sinir1 test
edilmistir. Ote yandan, DNA dizileme maliyetlerinin azaltilmasi i¢in 2012'den beri 2007-
2012 donemine goOre kiyaslaninca bir yavaglama gozlenmektedir. Ayrica, piyasaya
sunulacak yeni teknolojilerin Oniimiizdeki yillarda siirekli olarak maliyetlerin siirekli
azalmasina ve veri liretim seviyelerinin artmasina neden olsa da, tiim YND teknolojileri
icin dizileme dogrulugunda ki tikanikliklar ¢oziilmeye devam etmektedir. Buna ek olarak,
verimlilikteki onemli artis, daha pratik ¢ozimler bulmak igin zaman alabilecek yeni
engelleri de getirecegi 6n goriilmektedir, fakat yeni alternatifler sunabilmek igin bu
konulara yonelik bircok ¢alisma yiiriitilmektedir. RNA ve DNA dizileme alanlarinda yeni
nesil sistemler, genomik alanindaki neredeyse her ihtiyact karsilamak igin

gelistirilmektedir. Tiim genom, transkriptom, ekzom, metagenomik, metilom, ChlP, de
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novo, kiiglik RNA, yeniden sonuglandirma tabanli uygulamalari yasam bilimlerinde yaygin
sekilde kullanilmaya baslanmistir ve sonuglar hem arastirmalarda hem de klinikte bir¢ok
kavrami1 degistirmistir. Ikinci nesil dizileme yontemleri genomik calismalardaki
ihtiyaglarin ¢ogunu cevaplandirmis olsa bile, Gg¢lincl ve dérdincl nesil dizileme teknoloji
platformlari daha genis capli uygulamalar ile dogru ve daha pratik ¢ozimler igin bir
potansiyel olarak gosterilmektedir. Gulnimizde DNA dizileme yontemleri, NHGRI
tarafindan yaklasik 15 yil oncesinde belirtilmis olan altin standartlarina neredeyse ¢ok
yakindir, fakat hala ¢ozilmesi beklenilen 6nemli bircok konu bulunmaktadir. Genom
Dizilemesi i¢in 1000 $ esik asilmak {izeredir ve mevcut YND sistemleri ile ¢ok daha kisa
siirede (saat cinsinden) yiiksek verim elde etmek daha kolay hale gelmistir. Ayrica,
dizileme yontemi teknolojilerinin uzun okuma probleminin tek molekiillii ger¢cek zamanl
siralama yontemleri ve nanopore gibi teknolojiler ile yakin gelecekte daha iyi ve kullanish
bir ¢ozlime ulasacagi soylenebilmektedir. Dogruluk sorunu tim yeni gelistirilen ve
gelistirilmekte olan teknolojiler i¢in en cok énem verilen konu olarak nitelendirilmektedir.
Bu konuda da yiksek seviyeye atlayabilme amaciyla 6nemli bir degisiklik yapilmasi igin
devrim niteliginde bir ilerleme olmasi diistiniilmektedir. Bu dogrultuda DNA sekanslama
yontemleri, inanilmaz bir hizla gelismektedir. Ayrica hem bu alandaki arastirmalar hem de
rutin uygulamalar igin biyuk yenilikler 6n gorilmektedir. Cok ¢esitli alanlarin uygulama,
depolama ve biyoinformatigine yonelik yeni dizileme teknolojilerinin getirdigi onemli
kolayligin yani sira, platforma 6zgii "su anda ¢6ziilmemis" sorunlar i¢in gerekli ¢aligmalar
da yapilmaktadir. Simdiye kadar sekanslama teknolojilerinin gelisim hizi g6z Oniine
alindiginda, yeni platformlarin, nesillerin ve ¢oziimlerin, yakin gelecekte mevcut
sorunlarin ¢6ziimii i¢in alternatifler olarak ¢ok daha hizli goériinecegi sdylenebilmektedir

[136].

2.4. DNA Dizileme Hata Duzeltme

DNA dizilemede, sekanslama hatalar1 olarak bilinen hata yapma egilimleri
bulunmaktadir. Yaygin hatalar arasinda yanlis baz birlesimi (tek bir baz degisikligine

neden olmaktadir), polimeraz kaymas: (eklemelere veya silmelere neden olmaktadir) ve



72

yanlis baz iliskisi eslestirmesi bulunmaktadir. Okumalardaki dagilimlar, okuma dagilimi ve
dizileme hatalar1 orani platformlara gore degisiklik gdstermektedir. Kayma gibi dizileme
hatalar1 genellikle diziye baglidir ve diisiik karmasiklikta tekrarlanan dizinin hatalara neden
olma olasilig1 daha yiiksek olarak belirlenmistir. Ornegin, Illumina Genom Analizorii (GA)
platformunda GGC sekanslar1 ve 8bp'den uzun ters cevrilmis tekrarlar, hatalarin en az
%80'inini olusturmaktadir [137]. Illumina MiSeq 2x300bp platformunda, indel (genoma
bazlarin eklenmesi veya silinmesi) hatalar1 yer degisme hatasi oraninin yiizde biri oraninda
meydana geliyor ve bunlarin %95'1 okumalarin ilk 10bp'sinde meydana gelmektedir.
[llumina verileri, okumalarin sonuna dogru artan hata oranlarmi ve bir ¢iftin ikinci

okumasinda daha yiiksek hata oranlarini gostermektedir [138].

Sekanslama hatalari, genom derlemelerini bozan belirsizlikler, kisaltilmig bitisikler,
yanlig bazlar ve yanlis birlestirilmis bitisikler ile sonuglanabilmektedir. Dizileme hatalari
ayrica yanlis pozitif varyantlara ve hatalardan ayirt edilemeyen diisiik frekansli somatik

mutasyonlara neden olabilmektedir [139].

Hata diizeltme, ilk once Pevzner ve ark. Tarafindan spektrum hizalama problemi
olarak adlandirilan oOrtiisen okumalarin fikir birligini kullanarak okumalardaki dizileme
hatalarin1 diizeltme islemi olarak nitelendirilmistir [140]. Bunu yaparak, yanlis pozitif
varyant sayisi azaltilabilmektedir ve genom derlemeleri gelistirilebilmektedir. Birgok
cevirici, diizeltilmis okumalar veren kendi hata diizeltme adimlarini igermektedir.
Genellikle tek temel hatalar1 diizelten hataya odaklanilmistir. Birka¢ bagimsiz hata
diizeltme programi da gelistirilmistir. Quake, tek temel yer degistirme dizileme hatalarimi
diizeltmek icin Jellyfish kmer sayacini kullanan mevcut bir aractir. Quake, Illumina

okumalartyla kullanilmak {izere tasarlanmistir. Okuma kalitesi puanlarini kullanmaktadir

ve niikleotidi, niikleotid hata oranlarini 6grenmektedir [139, 141].

2.4.1. Hata Diizeltme Algoritmalan

Yeni nesil dizileme teknolojilerinde baskin olan iki tiir hata bulunmaktadir; yer

degistirme hatalari, tek bir taban farkli bir tabana degistirildiginde ve indeller, eklenen
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veya silinen bir okumadaki bazlar olarak nitelendirilmistir. Verilerdeki okuma hatalarini
dizeltebilmek, YND wverilerini kullanan uygulamalarin performansini  oldukga
artirabilmektedir. Illumina platformu agirlikli olarak yer degistirme hatalar1 yapmaktadir
ve hatalar1 diizeltmek i¢in gelistirilen baskin teknoloji oldugundan, yer degistirme
hatalarina odaklanmaktadir. Yer degistirme hatalarini duzeltebilen en basarili hata
diizeltme programlarindan bazilari: BLESS, Coral, HITEC, RACER ve SHREC.

Yer degistirme hatalarini1 dlzeltebilmek igin G¢ temel yaklasim kullanilmaktadir;
bunlar coklu sekans hizalama, k-mer spektrumu ve k-mer saymmi yontemleri seklinde
belirtilmistir. Coklu sekans hizalama yontemi, benzer ¢oklu okumalar1 belli bir sira
dogrultusunda hizalamaya ve her bir okuma i¢in hizalanmis olan verilerin en ¢ok bulunan
taban degerine gore diger hizali sekanslarin okumalarini diizeltmeye dayanmaktadir. Coral,
okumalardaki hatalar1 duzeltebilmek icin c¢oklu indeks sekans hizalama yodntemini
kullanmaktadir. K-mer spektrum algoritmalari, bir okumadaki k-merleri veri kiimesi iginde
en ¢ok gorlnenlere gore diger sekans verilerini bu dilizeye ¢ikararak okumalardaki hatalar
duzeltmektedir. BLESS programi hatalar1 diizeltmek igin k-mer spektrum yaklagimini
kullanmaktadir. K-mer sayma algoritmalar1 ise, her bir k-mer'in bulundugu veri kiimesinde
ka¢ defa goriindiigiinii saymaktadir ve bir okumadaki diistik frekansli k-merleri veri
kiimesi iginde goriinen degere gore diizeltmektedir. HITEC, SHREC ve RACER, okuma
hatalarin1 duizeltebilmek icin k-mer sayma yontemini kullanmaktadir [142].

Tim hata diizeltme programlari, hatalar1 bulmak ve diizeltmek i¢in bir okumada “k-
mer” kullanmaktadir. Tim okuma hatasi diizeltme algoritmalar1 ve programlari, daha

dogru diizeltme islemi yapabilmesi icin belirli bir kapsama alanina ihtiya¢ duymaktadir.
G: Dizilenen genomun uzunlugu,
N: Veri kiimesindeki toplam baz sayisi,

Seklinde belirtilen ifade dogrultusunda Denklem 2.2°de veri kiimesinin kapsami [142]:

al=

2.2)
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Teorik olarak, bir veri kiimesinin kapsami c ise, genomdaki her DNA bazi, kapsama
uniform oldugu varsayilarak, veri kiimesinde c kez temsil edilmektedir. Gergek veri
kiimeleri, uygulama tizerinde kullanilan genomun dizenli bir kapsama alani olmamasina
ragmen, bazi1 bolgeler digerlerine gore daha fazla kapsanmis olmasi ve bazi bolgelerde hic

kapsama alan1 olmamas sekilde goriilebilmektedir.

Okuma dogrulugu, ¢ikti okumalarina uygulanabilecek tlm sureclerde hayati bir
faktor olarak bilinmektedir. Ornek olarak, YND okumalarinin montaji, okuma hatalar:
diizeltilene veya ortadan kaldirilana kadar basarili bir sekilde gergeklestirilememektedir.
Bu nedenle, okuma hatalarini tespit etmek ve diizeltmek (veya ortadan kaldirmak), montaj
isleminden Once yapilmasi gereken Onemli bir adim olarak belirtilmistir. Bu adim,
bagimsiz  bir ¢oziimle veya dolayli olarak montaj mekanizmast iginde
gerceklestirilebilmektedir. Nikleotidin frekans ve kalite degeri, hatali olup olmadiginin

degerlendirilmesinde kullanilan iki ana faktor olarak nitelendirilmistir [142].

2.4.2. Duyarhlik Ve Ozgiilliik

Duyarlilik ve 6zgiilliik, kullanilan veri i¢in bir test yonteminin kalitesini tanimlamak
icin kullanilan genel terim olarak nitelendirilmektedir. Teshis agisindan, bir testin
hassasiyeti, belirli bir organizmanin gercekten mevcut oldugu numuneleri dogru sekilde
tanimlama yetenegini temsil etmektedir. Tamisal 6zgullik, ilgilenilen testin belirli bir
organizma igermeyen numuneleri dogru sekilde tanimlama yetenegidir. Yeni bir test veya
yontemi degerlendirirken, bir verinin gergek dogruluk durumuna iliskin en iyi tahmini

saglayan referans test veya altin standarda gére performans élglimleri yapilmaktadir.

Bu dogrultuda kullanilan veri setleri i¢cin Denklem 2.3’te duyarlilik, Denklem 2.4’te

Ozgiilliik hesaplamasi gosterilmektedir.
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TP

Duyarlilik = e (2.3)
o ..o TN

Ozgillik = ——— (2.4)

Denklemlerde kullanilan parametreler sunlardir:

» TP: Hatali kabul edilen hatal1 veri sayist,
» FP: Dogru oldugu halde hatali kabul edilen veri sayisi,
» FN: Hatali oldugu halde dogru kabul edilen veri sayisi,
» TN: Dogru tespit edilen dogru veri sayisi.

Duyarlilik ve oOzgiillik birlikte diistiniilmelidir, c¢ilinkii test Ozelliklerindeki bir
degisiklik genellikle birinde bir artis ve digerinde azalma ile yansimaktadir ve dogru

dengeyi bulmak genellikle kullanilacak verinin amaglarina baglidir.



3. YAPILAN CALISMALAR

3.1. Yontemler

Bu c¢alismada YND cihazlarmin DNA Dizilemesi yaparken olusturdugu hatalar
gidermek amaciyla yeni bir yontem Onerilmistir. Bu yontem de BRAF geni eli alinmistir.

Saglikli bir BRAF genini kullanarak analizi yapilacak olan DNA parcalar: {izerinde hata

tespit ve diizeltilmesi amaglanmaktadir.

3.1.1. Veri Seti

Kullanilan DNA dizisi 1988 yilinda Bethesdadaki tarafindan kurulan Ulusal
Biyoteknoloji Bilgi Merkezi(NCBI) tarafindan paylasilan Homo sapiens(human) BRAF
gen modelinin Tablo 3.1°de gosterildigi gibi FASTA formatindan elde edilmistir.

Tablo 3.1. BRAF geni fasta formati

>NC_000007.14:¢140924929-140719331 Homo sapiens chromosome 7, GRCh38.p13
Primary Assembly

CTTCCCCCAATCCCCTCAGGCTCGGCTGCGCCCGGGGCCGCGGGCCGGACCTGAGGTGGCCCAGG
CTCCGCCCGCGGCGCCGCCCGGGCCGCTCCTCCCCGCGLCCCCCGCGLLCCCCCGLCTCLCTCLCGLCTC
TCCGCCTCCGCCTCCCCCAGCTCTCCGCCTCCCTTCCCCCTCCCCGCCCGACAGCGGCCGCTCGGG

[k satirdaki “>" ifadesi ile baslanarak gen veri dizilimi tanimlayan ifadeler ile devam
edilmektedir. Ikinci satirinda DNA dizilimi yer almaktadur.


ANAMASA
Metin Kutusu
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3.1.2. K-mer Yontemi

K-mer tabanli yontemler, dizileme okumalarinin daha kiigiik sabit uzunlukta (k)
dizilere boliinmesini ve bu kisa diziler iizerinde analiz yapilmasini icermektedir. K-mer’ler
“k — 17 bazlariyla ¢akisirsa, hatali veri olusumunu belirtebilmektedir. Haritalama veya De-
Novo montaj yaklagimlari gibi, 6zellikle hesaplama verimliliginin ¢ok 6nemli oldugu bazi
uygulamalar i¢in yararli olabilecek bir yontemdir. Ornegin; Elimizde L=9 boyutlu bir DNA

dizisi ve k=3 boyutlu k-mer leri olan bir veriyi Tablo 3.2’de inceleyelim.

Tablo 3.2. K-mer metodu 6rnegi

DNA Dizisi (L) : ATCGATCAC
K-mer #1 ATC

K-mer #2 TCG

K-mer #3 CGA
K-mer #4 GAT
K-mer #5 ATC
K-mer #6 TCA
K-mer #7 CAC

L=9 olan DNA dizi boyutlu olan verinin k=3 boyutlu k-mer leri icin toplam 7 tane k-

mer sekans1 bulunmaktadir. Buradan yola ¢ikarak(3.1);

S=L-k+1 (3.1)

Denklem 3.1’de kullanilan parametreler sunlardir:

e S:Sekans K -mer Sayisi,
e L: DNA Dizi Boyutu,
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e k: K-mer Boyutu.

Bu yoOntemin avantaji; bir S sekansinin, A organizmasindan mi, B organizmasindan
m1  geldigini etmek i¢in, S’nin A’da veya B’de daha fazla k-mer icerip

igcermedigini(uygunlugunu) daha kolay ve daha dogru kontrol etmektir.

3.1.3. Sekans Olusturma

Yeni nesil dizileme cihazlari (YND); az zamanda daha yiiksek dogruluk orani olan
sonuclar elde edebilmesi igin okuma isleminde, DNA verisi ¢ok biiylik oldugu igin tiim
DNA gen veri dizilimini olusturmak yerine DNA’y1 sekanslar (parcalar) halinde
olusturmaktadir. YND cihazlari simiile edilerek Tablo 3.3’e gore dinamik olarak belirlenen

boyutlarda sekanslar olusturulmaktadir.

Tablo 3.3. DNA sekanslart olusturulmasi

Sekans Sayisi Sekanslar

Sekans 1 CTTCCCCCAATCCCATCAGGCTCGGCTGC
Sekans 2 CTCCGCCCGCGGCGLCCGLCLGGGLLGLTC
Sekans 3 ATCAATAGGGGGCGAAACTGGGGTTGGT
Sekans 4 GTTTTACCCAGCAAATTATTTATGATTTAG
Sekans 5 TTCTGGTCTCTGGTCCTCTGTTTCCTAATG

Sekans n-1 AAAAAGATAGCTGAAATTCAGATTGAAGA
Sekans n AAAAGGCAAAAAGAGTTCTATGTACTTGA
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Kullanilan BRAF geninin boyutu:205599 olarak verilmistir. Bu veri NCBI’ da
saglikli bir insan geni olarak belirtilmistir. Bu veri {izerinden sekanslar olusturulurken
dinamik olarak belirlenen hata oranlariyla rastgele niikleotid silinmesi, eklenmesi veya
degismesi scklinde hatalar yapilmaktadir. Hata oranlari, Yeni Nesil Dizileme (YND)
cihazlarin calisma prensibi goz Oniinde bulundurularak ideal deger olan %1 deger

dogrultusunda olusturulmustur.

Olusturulan sekanslarin sayisi, okuma derinligi (coverage) olarak ifade edilen DNA

gen verisi analizi edilecek verinin okuma derinligine bagl olarak hesaplanmaktadir (3.2).

n = (3.2)

Denklem 3.2’de kullanilan parametreler sunlardir:

e n: DNA Sekans Sayisi,
e 0: DNA Gen Boyutu,

e c: Okuma Derinligi,

e s: DNA Sekans Boyutu.

3.1.4. Sekans-Kmer Olusumu

Sekanslarin k-mer siniflarinin  olusturulmasi; makine okuma isleminde rastgele
secilen sekans ile o sekansin belirlenen k-mer boyutunda butin K-mer’leri
olusturulmaktadir. Belirlenen k-mer’ler o sekansin K-mer alt kiimesi olmaktadir. BRAF

gen verisinin tiim sekanslarin1 ve sekans-Kmer’leri olusturulmaktadir.

Tablo 3.4’te gosterildigi gibi sekans boyutu=100 ve k-mer boyutlar1 sirasiyla
16,20,24 olarak siniflandirilmaktadir. K-mer boyutunu artirarak sekanslardan olusan K-

mer’lerin benzerlik oranlarini azaltilmasi planlanmaktadir.
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Tablo 3.4. Sekans-Kmer boyut analizi

Sekans Boyutu:100
K-mer Boyutu Sekans-Kmer Sayisi
16 85
20 81
24 77

Denklem 3.1’e gore hesaplanan Sekans-Kmer sayisi, bir sekans igin hesaplanan
analiz degeridir. Bu islem biitin BRAF gen verisinde Denklem 3.2’¢ gére okuma islemi
yaparken olusan sekanslar icin yapilmaktadir. Sekans olustururken kullanilan
derinlik(coverage) degeri okuma yapilan verinin daha dogru okunmasini saglayabilmek

icin yapilmaktadir. Bu durum Tablo 3.5°te gosterilmektedir.

Tablo 3.5. BRAF gen sekans sayisi analizi

BRAF Gen Boyutu: 205599
Okuma Derinligi(c) Toplam Sekans Sayisi(n)
30 61679
40 82239
50 102799

Derinlik degeri arttikca sekans sayis1 da artmaktadir. Bu durum ¢alisma siiresini bir
miktar artirsa bile okuma yaparken dogru bicimde okuma olasiligini daha ¢ok
artirmaktadir. BRAF gen verisi i¢in sekans boyutu 100 olan ve k-mer boyutu sirasiyla 16

20 24 olan degerlere gore toplam k-mer sayis1 Tablo 3.6’da gosterilmektedir.
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Tablo 3.6. BRAF gen toplam k-mer sayisi

Toplam Sekans Sayisi: 102799

Sekans-Kmer
K-mer Boyutu Toplam K-mer Sayisi
Sayisi
16 85 8737915
20 81 8326719
24 77 7915523

3.1.5. Hatah Verinin Olusturulmasi

Makine okuma hatalarinin analizini yapabilmek icin saglikli BRAF geni iizerinde

hatalar olusturulmustur. Hatali veriler, YND cihazlarinin %1 oraninda ki hata degerlerine

gore ayarlanmistir ve hata tiirleri de literatiirdeki hatali okuma veri analizi simiilasyonlari

sonucuna uygun olacak sekilde Tablo 3.7’deki gibi ayarlanmistir.

Tablo 3.7. Hata ekleme oranlar

Hatasiz Sekans 1 Hatah Sekans 2 Hatal Sekans
%5 %90 %5
Hata Turu
Ekleme Hatas1 | Silme Hatas1 | YerDegisme Hatas:
%20 %20 %60

Okuma Derinligi, sekanslar arasindaki hatalarin tespitinde dogrulugu artirmak icin

kullanilmaktadir. Derinlik arttikga daha dogru sonuglar elde edilmektedir. Derinlik artmasi

verinin sekans sayisini artirmaktadir bu yilizden verinin boyutu artirmaktadir, fakat
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kullanilan filtre ortaminda ki sorgulamasinda sekanstaki olast hatanin daha dogru sekilde

tespit edilmesine olanak

gosterilmektedir.

saglamaktadir.

Tablo 3.8. Okuma derinligi analizi

Okuma derinligi

analizi Tablo

3.8°de

Hata Degerleri
Okuma Derinligi(c) o Hata Olasihigi
(error < derinlik / 2)
30 415 %0,46
40 166 %0,15
50 98 %0,07

Olas1 hatalar derinlik boyutunun yarisina kadar olan indisler baz alinarak

hesaplanmistir. Ciinkii yarisindan fazla olan indislerde mutasyon olma ihtimali daha

yuksektir.

3.1.6. Hash Fonksiyonlar:

Bir hash islevi, rastgele boyutlardaki girdileri sabit boyuttaki ¢iktilarla esleyen

deterministik bir islevdir. Bu, sonsuz sayida olasi girdi oldugu, ancak yalnizca sirl

sayida olas1 ¢ikti oldugu anlamina gelmektedir. Sekil 3.1°de hash fonksiyonu g¢aligmani

prensibi gosterilmistir.
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Girdi Verisi Hash Fonksiyven Hash Ciktisi
ACCTG i
> 1
TICTG > 2
- 3
AAAGA ) 4
5
AGTTC T

Sekil 3.1. Hash fonksiyonlari

Hash fonksiyonlarin sayist girdi verilerinin set edilecek indislerini belirlemek icin
kullanilmaktadir. Sistem igin 6nemli olan durum kullanilacak hash fonksiyonlarinin
sayisinin belirlenmesidir. Clinkii hash sayisinin optimum degerinin bulunmasi girdi
verilerindeki ¢cakismay1 6nlememize saglamaktadir. Cakisma orani ne kadar az olursa girdi

verisinin kontrol edilmesi de o kadar dogru sonu¢ vermektedir.

3.1.7. Bloom Filter

Bloom filtresi, Burton Howard Bloom tarafindan 1970 yilinda tasarlanmis olup, hizli
calisabilmesi ve bellek agisindan daha verimli olabilmesi ve bir elemanin bir kiimenin
tiyesi olup olmadigini test edebilmek amaciyla kullanilan bir olasiliksal veri yapisi olarak
nitelendirilmektedir. Bloom filtresi, yanlis pozitiflerle dinamik veri kiimesi icin Gyelik
sorgularini destekleyen olasilikli veri yapisi olarak adlandirilmaktadir [143-145]. Disiik
oranda yanlis pozitiflere izin verirken, bir veri setinde birden fazla bulunan tum K-mer’leri
son derece kompakt bir sekilde tanimlamamiza olanak tanimaktadir. Bloom filtreleri bilgi
islem uygulamalarinda yaygin olarak kullanilmistir, ancak bugiine kadar biyoinformatik
nadiren kullanilmistir. Temel tanim, Sekil 3.2'de gosterilmektedir. Bloom filtresi, her

pozisyonda “0” olarak baslatilan bir bit dizisi B'dir. Ayrica, kullanilan her bir hash
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fonksiyon gorevi belirli k-mer’leri islem sonucuna gore B'deki indislere esledigi bir dizi d

hash islevi, hl, ..., hd seklinde tanimlanmaktadir.

\//\
VA N

Sekil 3.2. Bloom Filter 6rnegi

Sekil 3.2'de goruldigi gibi 3 adet hash fonksiyonuna kullanilmis Bloom filtresi
ornegi bulunmaktadir. K-mer a ve b filtreye eklenmistir, ancak ¢ ve d eklenememistir.
Kullanilan hash fonksiyonlarin iglevi oklarla temsil edilmektedir ve devaminda a ve b igin
hash fonksiyonuna karsilik gelen bitler filtre tizerinde 1 degeri olarak ayarlanmistir. Bloom
filtresi, tim bitleri 1'e ayarlanmadigi i¢in k-mer c'nin dogru sekilde eklenmedigini
gostermektedir. Fakat k-mer d yanlis pozitifi géstermektedir ve eklenmemistir, ancak filtre
Uzerindeki bitleri a ve b'nin eklenmesiyle 1'e ayarlandigindan dolayi, Bloom filtresi
sorgulama esanasindan yanlis cevap verip d'nin zaten gorildigini bildirmektedir [12].
Bloom filtresine bir k-mer x eklemek i¢in, B'deki tiim d'ye karsilik gelen konumlari 1
olacak sekilde ayarlanmustir; yani, i = 1,...,d i¢in B [hi (x)] = 1 ayarlanmaktadir. Ardindan,
sorgulama ile bir k-mer y'nin filtreye eklenip eklenmedigini belirleyebilmek igin, hash
islevi sonucunda karsilik gelen indislerin her birinin 1 olup olmadigin1 kontrol etmek
gerekmektedir: yani, i = 1,....d i¢in B [hi (y)] = 1 olup olmadigi kontrol edilmesi
gerekmektedir. Eger sonu¢ durumu boyleyse, sorgulama sonucunda y'nin muhtemelen
daha Once gorildigi seklinde 6n gorulmektedir [146]. Calismasi geregi, birden fazla
bulunan her k-mer i¢in dogru bir sekilde tanimlama yapilabilmektedir; fakat ¢ok verimli
bellek kullanimininda, y'nin daha once goriilmiis oldugu, ancak aslinda goriilmedigi

sonucuna vardigimiz yanlis pozitiflerin diisiik oranini kabul edilmesidir.
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Ik olarak, kombinatorik bir argiimanla, yanls pozitifin p olasiligmin asagidaki

Denklem 3.3’te tahmin edildigini gosterilmektedir:

p=(1- e%‘n)k (33)

Denklem 3.3’te kullanilan parametreler sunlardir:

p: Yanlis Pozitif(False-Positive) Olasiligi,
k: Hash Fonksiyon Sayisi,

n: Girdi Verisinin Boyutu,

m: Bloom Filter Boyutu.

Literatiirde yanlis pozitifin genel olarak optimum degeri: 0.0000001(1.0E-7) olarak

kullanilmaktadir.

Ikinci olarak, asagidaki durumlarda k'nin optimal degeri Denklem 3.4 ve Denklem

3.5’te hesaplanmaktadir:

k

— In2 (3.4)

Bu formiilde, m / n'nin Bloom filtresindeki 6ge basina bit sayis1 olduguna dikkat
edilmektedir. Dolayisiyla, Denklem 3.5’te gosterilen optimal hash sayisi, eleman(b) basina

bit sayisiyla dogrusal olarak artmaktadir.

k =blog2 (3.5)
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Denklem 3.3’¢ gore, k igin optimal bir se¢im oldugunu varsayarsak, Denklem 3.6

elde edilmektedir:

-m log2

p =2 n (3.6)

Tum veri analizinden ¢ikan sonugta Bloom Filter boyutu(m) icin Denklem 3.7

olusmaktadir;

1
n log;
m = (og 2)? (3.7)

Temel Bloom Filter formiillerine ek olarak bizim ¢alismamizda projeye uyarlanmis
Bloom Filter hesaplama formiilii olusturulmustur. Bu Denklem 3.8 ile biz her girdi
verisinin sekanslari ile bu sekanslarin da k-mer alt sekanslar1 tizerinden yeni Bloom Filter

boyutu belirleme islemi yapilmaktadir.

m=c Xn Xk (3.8)

Denklem 3.8’de kullanilan parametreler sunlardir:

m: Bloom Filter Boyutu,
c: Eleman Bagina Kullanilan Bit Sayisi,

n: Filtrenin icerecegi Beklenen Girdi Veri Sayisi,

k: Hash Fonksiyon Sayisi.



87

3.1.8. Okuma Hatalarimin Tespiti

Saglikli BRAF geni ile olusturulan hatali gen verisi arasinda kiyaslama analizi
yapilarak hata tespiti yapilmistir. Bu kiyaslamayr saglikli gen icin ve hatali gen ig¢in
olusturulan Bloom Filter yapisiyla kontrol edilmektedir. Saglikli Bloom Filter icinde
saglikli BRAF gen sekanslar1 kaydedilmistir. Hatali Bloom Filter iginde hatali gen
sekanslar1 kaydedilmistir. Ornek olarak uyarladigimiz uygun gériilen derinlik degeri olan
€=50’nin hatal1 veri olma olasiligin1 ¢/2=25 olarak 6n gordiigiimiiz analize gore 25’ten az
set edilen sekanslari saglikli Bloom Filter iginde sorgulama islemi yapilarak eslesme olup
olmadig1 kontrol edilmektedir. Sekil 3.3°teki gibi eslesme olmayan sekanslarda hata
oldugu anlagilmaktadir ve tespit edilen sekans ve icindeki k-mer’ler kayit altina

alinmaktadir.



88

Saglhikh BRAF Gen

W

Saghkh BRAF Gen Sekanslan

h

Saflikh BRAF Gen
Sekanzlanmin K-mer’len

Saglikh Bleom
N N N N N =

Ezlzzme
Kontrolia

Hatah Gen Verisi |

h

Hatalt Gen Verisi Sekanslan

p 4

Hatall Gen Verisi §ekanslanmmn
K-mearleri

Hatali Bloom
N I N |

25°den A=z Set Olan Sekanslar
v K-merleni

Ezlzzme
Uszun

Ezlzzme
Yok

Sekans ve K-mer’ler
Saflam.

Sekans ve E-mer’ler
Hatah.

Sekil 3.3. Hatal1 sekans ve k-mer tespiti

Hata tespit turleri;

e Ekleme,

e Silme,

e Yer Degisme,

seklinde Sekil 3.4’te 6rneklendirilmistir.
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Ekleme Hatasi

.| Saglam Veri: CCTACCAGCCTCTAGTCACATT

Hatah Veri: CCTACCAGCCTCTAGTCAACAT

Silme Hatas

| Saglam Veri: TCAGTTCTACCCTTICTCTTTA

Hatah Veri: TCAGT?CTACCCTTITCTCTTITA

W

‘A’ Baz Eklenmis

W

“T" Ban Silinmis

Dedisme Hatas1

.| Saglam Veri: ACAATTTAAACACCTACTGGCA

Hatah Veri: ACAATTTAAAGACCTACTGGCA

‘C>G Ban
Degismis

Sekil 3.4. Hata turleri 6rnegi

3.1.9. Okuma Hatalarimin Diizeltilmesi

Girdi verisi lizerinde ki hatali okumalarin tespit edilme isleminden sonra belirlenen

hatali sekansin kendi i¢inde belirlenmis olan k-mer boyutunda k-mer alt sekanslari haline

getirilmektedir. Her k-mer igindeki DNA bazlari ilk indisinden baglayarak sirasiyla baz

degisimi, baz eklemesi ve baz silmesi yapilarak Bloom Filter’a kaydedilen saglikli BRAF

geni lizerinden sorgulama yapilip kontrolii saglanmistir. Ayrica k-mer tizerinde yapilan her

diizeltme islemleri ait oldugu sekans ve saglikli sekans ile de kontrolii yapilmaktadir.

Ciinki hatali k-mer diizeltilirken saglikli BRAF geni i¢indeki baska bir k-mer ile uyusmasi

olasilig1 olabilmektedir. Bu ylizden her diizeltme islemi ayni zamanda sekans olarak da

kontrol edilip sekans-kmer iligkisi olarak Bloom Filter sorgusu yapilmaktadir. Sekil

3.5’teki gibi hatali veri kontrol sonrasinda dogru veriyi bulana kadar ‘false’ degerini

tretecektir. Yontem sonunda ‘true’ degeri elde edilince hatanin hangi indiste oldugu

belirlenmis olup, diizeltilmesi yapilmaktadir.
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Sekans
Her eldeme isleminde
W K -mer’in biitiin indiderine K-merin kendi sekans | 1TU8
Silme Hatas Kontroli iy srasryla fiim bazlar > Uzerinde degigimin
- elclenir. kontroli
Havir
v N . Her silinme igeminde
Ekleme Hatas Kontrolii EW[}, _ dil:-m.e-rdin butia ’ 5| K-mer’in kendi sekans Lrue
incisienncen srasyia fizerinde degigimin
bulunan baz silinir. kontrolii
Hayir
N Evet -mer in biifiin er defisme isleminde
1 ETD::@ ;rrtrrlelf-latam . indislerinde sirasyla K-mer’in kendi sekanst  [[TU4]
oot bulunan baz diger baz > jizerinde degisimin
degiskenleri ile sirayla kontroli
degistirilir.
v

Hatals Veri Diizelfilmistir.

Sekil 3.5. Hatali verinin diizeltilmesi



4. BULGULAR

Temel Bloom Filter formilleri ile bu ¢alismada kullanilan Bloom Filter formil ve
Ozniteliklerine gore BRAF veri kiimesi i¢in ortak varyans noktast Tablo 4.1’de

gosterilmistir.

Tablo 4.1. BRAF gen veri setinde Bloom Filter boyut analizi

BRAF VERI SETi BOYUTU: 205599
Temel Bloom Filter Calisilan Bloom Filter
Hash
Bloom Filter K-mer Bloom Filter
Sayis1 | K-mer Boyutu
Boyutu Boyutu(Ortak) Boyutu

4 16 45830955 16 13157376

4 20 45830063 20 16446400

4 24 45829171 24 19735296

5 16 25302744 16 16446720

5 20 25302251 20 20558016

5 24 25301759 24 24669120

6 16 17481359 16 19736064

6 20 17481019 20 24669632

6 24 17480678 24 29602944

Tablo 4.1’¢ gore iki formiil i¢in olasi en optimum degerler i¢in Bloom Filter
boyutunun birbirine benzerlik analizi yapilmistir. Bu dogrultuda, Hash Sayisi=6 ve K-mer
uzunlugu=16 olan deger en yakin deger olarak goriilmiistiir. Bu farkliliklar kullanilan veri
seti icin segilen ozniteliklerin yani sira Bloom Filter yapisinin False-Positive oraninin

farkliligindan kaynaklanmaktadir. Temel Bloom Filter formallerine gére kullanilan veri
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seti ile bu calismada kullanilan Bloom Filter igin birbirine yakin oranlarda olmasi ve
sekanslarin kullanilacak veri setine gore belirlenen k-mer boyutlu alt dizileri sadece
kendilerine 6zgii olmas1 gerekmekte ve ayni okumadaki farkli hi¢ bir sekansta bulunmasi
beklenmemektedir. Ayrica ¢akismay1 onlemek i¢in hash fonksiyonlari sayisin1 ve ram deki

bellekteki caligma siireleri baz alinarak uygun goriilmustiir.

Bu ¢alisma igin 2 tane Bloom Filter kullanilmasi 6n goriilmiistiir. Birinci filtre NCBI
veri tabanindan indirdigimiz saglam BRAF geninin sekanslama ve hash fonksiyonu
yardimiyla olusturdugumuz yeni Denklem 3.8’¢ gdre olusturulmustur. ikinci filtre ise
makinenin okuma hatasi yaparak okudugu gen verisini sekanslama, derinlik boyutu ve
hash fonksiyonlari ile analizinden sonra yine aymi denklem ile olusturulmustur.

Karsilastirmali degerler Tablo 4.2°de gosterilmektedir.

Tablo 4.2. Bloom Filter boyutu

Hash Sayist | K-mer Boyutu Sa.glam Bloom H.atah Bloom Toplam

Filter Boyutu Filter Boyutu Sure(sn)

4 16 13157376 559226560 34,523
4 20 16446400 666137536 34,482
4 24 19735296 759890240 33,24
5 16 16446720 699033216 42,127
5 20 20558016 832671936 41,017
5 24 24669120 949862784 40,112
6 16 19736064 838839872 48,538
6 20 24669632 999206336 48,397
6 24 29602944 1139835328 49,508

Yapilan calisma BRAF veri geni Uzerinde farkli okuma uzunluguna sahip, farkli
derinlik degerlerinde test edilmistir. Bu sonuglar EK Tablo 2°de gosterilmektedir. Ek Tablo

2’de gosterilen Oznitelik degerlerine gore programin filtre boyutlari ve okuma hatalarinin
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diizeltilmesi islemi i¢in ¢aligsma siiresi gosterilmektedir. Farkli derinliklerde, farkli okuma

boyutu ve k-mer boyutuna goére hesaplanmaktadir.

Tablo 4.3. FalsePositive oranlari

K-mer Boyutu Hash Fonksiyon Sayis1 FalsePositive Orani

16 4 1,3475 x 10°

16 5 8,16 x 10”7

16 6 49x10%®

20 4 5,658 x 10

20 5 2,76 x 10”7

20 6 1,3x 108

24 4 2,774 x 10°®

24 5 1,13 x 107

24 6 5x 10

Tablo 4.3’te gosterilen False-Positive oranlart ayni veri seti lizerinde kullanilan k-
mer boyutu ve hash fonksiyonlarinin sayisina baglh olarak programin yanilma oranini
gostermektedir. K-mer boyutu ve hash fonksiyonu sayisi artmasi programin daha diisiik
hata yapma olasiligi oldugunu gostermektedir. Ancak Ek Tablo 2 verilerine gore k-mer
boyutu ve hash fonksiyonun artmasi g¢alisma siiresini artirmaktadir. Bu sonuglarin
dogrultusunda programin ¢alisma sartlarina gore test edilip okuma hata dizeltme

becerisinin(oranin) en iyi oldugu sekans ve k-mer boyutu tespit edilmelidir.

Bloom Filter icin kullanilan temel(standart) False-Positive oran1i="0,0000001(1 x 10
"y olarak kullanilmaktadir. Tablo 4.3’te gosterilen False-Positive oranlar1 ile Bloom
Filter’in genel False-Positive orani kiyaslamasi yapildigi zaman dogruluk agisindan en
uygun hash fonksiyonu sayisinin “6” oldugu 6n gortilmistiir. Cunku hash sayisi 6 iken k-
mer boyutunun da artmasi da normal Bloom Filter’a gére daha diisiik hata yapma olasilig

gOstermektedir.
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FalsePositive
0.000006

Kmer-FalsePositive

0.000005

AN

0.000004

AN

0.000003

0.000002

AN

e Kmer-FP

0.000001

\

16 20 24

1 K-mer Boyutu

Sekil 4.1. Kmer ve FalsePositive iliskisi

FalsePositive
0.000008

Hash-FalsePositive

0.000007

0.000006

0.000005

0.000004

0.000003

e Hash-FP

0.000002

0.000001

0

1 Hash Sayisi

Sekil 4.2. Hash sayis1 ve FalsePositive iliskisi
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FalsePositive oranlariin k-mer sayisi ve hash sayisina gore iligkisini Sekil 4.1 ve
Sekil 4.2°de gosterilmistir. K-mer ve hash sayisinin artirmak FalsePositive oranini azalttigi

goriilmektedir. Bunun sonucunda da hata oran1 azalmaktadir.

Tablo 4.4. Duyarlilik ve 6zgiilliik sonuglari

Sekans Boyutu | K-mer Boyutu Duyarhhk Ozgulluk
50 16 98,94 99,99
50 20 99,52 99,99
50 24 99,58 99,99
75 16 99,44 99,99
75 20 99,73 99,99
75 24 99,87 99,99
100 16 99,63 99,99
100 20 99,75 99,99
100 24 99,89 99,99

Tablo 4.4’te galismadaki belirli 6znitelik degerleri i¢in yapilan duyarlilik ve 6zgiillik
sonuglar1 gosterilmektedir. Farkli sekans boyutu ve k-mer boyutuna goére duyarlilik ve
ozgiillik sonucu tizerindeki etkisin analizini yapilmaktadir. Sekans boyutu ve ayni
dogrultuda k-mer boyutunun artmasi hata diizeltilme performansini artirdigi 6n
gorulmektedir. Ancak sekans ve k-mer boyutunun artmasi c¢alisma siiresini de
artirmaktadir. Bu sonuglar dogrultusunda kullanilacak gen verisi igin istenilen 6zniteliklere
gore test edilip okuma hatas1 duzeltme becerisinin en uygun oldugu sekans ve k-mer

boyutu tespit edilmelidir.



5. TARTISMA

Yeni nesil dizileme cihazlarinda ki okuma hatalarinin diizeltilmesi i¢in gelistirilen
yontemde %1 hata oran1 baz alinarak yapilmaktadir. Kullanilan yontemlerle bu veri seti
icin 6n goriilen Oznitelik degerler analizinde hatalarin tespiti ve diizeltilmesi ve genel
Bloom Filter False-Positive oranin1 degistirerek dogruluk ag¢isindan daha elverisli oldugu
gosterilmektedir. Kullanilan BRAF gen veri seti i¢in yapilmakta olan hata tespit ve
diizeltme islemleri yapilan ¢alisma igin siireleri gosterilmektedir. Hata tespit oranini goz
ontine aldigimiz zaman bu veri seti i¢in en uygun hash sayisinin “6” oldugu gosterilmistir.
Calisma sonucuna gore secilen Oznitelik degerleri olan sekans boyutu, kmer boyutu,
derinlik ve hash sayis1 degerlerinin arttikca Bloom Filter boyutunun arttigi ve bununla
beraber ¢alisma zamaninin da arttigr gosterilmektedir, fakat bu artis hata oranlarinin

azaldigini gostermektedir.

Tablo 5.1. Bloom Filter FalsePositive orani analizi

Standart Bloom Kullanilan Yo6ntem
. L . ) Ortalama Calisma
Oznitelikler Filter — Bloom Filter —
Zamam(sn.)
FalsePositive Oran1 | FalsePositive Orani
K16 1x107 4,9x10°% 450,84
K20 1x107 1,3x 108 570,36
K24 1x107 5x 10 684,12

Tablo 5.1°de gosterilen 6znitelikler olan sekans sayisi, derinlik, kmer boyutu ve hash
say1s1i=6 icin ortalama Bloom Filter FalsePositive orani ile standart Bloom Filter
FalsePositive orani1 gosterilmistir. Ortalama ¢alisma zamani da ayn1 6znitelik degerleri i¢in
hesaplanmistir. Onerilen yéntemde daha dogru sonuglar elde edilmek istenilirse eger,

Tablo 5.1°deki veri analizine gore Oznitelik degerleri; hash sayisi=6, derinlik=50, k-mer
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boyutlari sirastyla 16,20,24 olacak sekilde sonuglandirilmistir. Tablo 4.4’de bu 6znitelik
degerlerine gore duyarlilik ve 6zgiillikk degerleri gosterilmistir. EK Tablo 2, Tablo 4.3 ve
Tablo 4.4’¢ gore kullanilacak gen verisi i¢in daha dogru sonuglar veya daha hizli sonuglar
seklinde analize gore degerler se¢ilmelidir. Elde edilen sonuglar Intel(R) Core(TM) i7-
2630QM CPU @ 2.00GHz, 8 GB RAM, AMD Mobility Radeon HD 5000 Series
paylagimli ekran karti olan Windows 10 Pro 64 bit islemci sistemli notebook ile
gosterilmistir. Kullanilacak veri seti igin 6zniteliklerin uygunluguna gore test edilip, hata

diizeltme becerisinin en uygun oldugu degerler belirlenmelidir.



6. SONUCLAR

Geleneksel dizileme yontemleriyle boyutu kucuk olan sekans pargalarinda dogruluk
orant Yyuksek olan DNA dizilemeleri elde edilmektedir. Ancak bu ydntemler
maliyet ve hiz yoninden yeterli performans: gosterememektedir. Herhangi bir
canlimin analizinde kullanilacak verilerin daha kolay, hata oram1 az ve hizli elde
edilebilir olmas1 ¢cok dnemlidir. Bundan dolayi siirekli gelisen teknolojiyle birlikte
biyoinformatik alaninda da yeni nesil DNA dizileme cihazlar1 {iretilmeye
baslanilmistir. Bu cihazlar sayesinde geleneksel dizileme yontemlerinden ¢ok daha
hizli ve maliyeti diisiik olan DNA dizilimleri elde edilebilmektedir.

Yeni nesil DNA dizileme cihazlarinin avantajlarinin yani sira, geleneksel dizileme
yontemlerine gore daha fazla hatali okuma sonuglar elde edilebilmektedir. Diisiik
maliyet ve yliksek hizdan vazgegilememesi, bu probleme ¢6ziim getirmek igin hata
diizletme algoritmalar1 gelistirilmektedir. Bu c¢alismada yeni nesil dizileme
yontemiyle elde edilen sekanslarda okuma hatalarinin tespiti ve diizeltilmesi igin
yontem gelistirilmistir.

Yapilan ¢alismada standart Bloom Filter metoduna ek olarak verilen formuller ile
kullanilacak gen verisi ve belirlenen degerler i¢in okuma hata oranindaki azalmalar
gosterilmistir. Kullanmis oldugumuz 6znitelik degerleri olan sekanslama, derinlik
okuma, hash sayis1 ve k-mer boyutu gibi islemler ile BRAF gen verisinin boyutu
artirllarak ve ayrica veri ilizerinde collision yani ¢akisma oranin1 da azaltarak
hatalarin daha kolay tespit edilebilmesi ve diizeltilebilmesi saglanmigtir. Bloom
Filter yapis1 sayesinde de tespit edilen hatalarin diizeltme isleminde ayni sekans ve
k-mer {izerindeki degisiklikleri ile kontrol edilmesi ve farkli sekanslarda da
kontroliiniin saglanmasi ile daha dogru diizeltme islemi yapilmaktadir. Yapilan test
sonucunda da standart Bloom Filter verileri ile gelistirilmis olan yOntemdeki Bloom
Filter verisinin hata orani analizi yapilmaktadir. Calisma zamani kullanilan
notebook 6zellikleri ve kullanilan gen verisine gerekli goriilen 6znitelik degerlerine
gore hesaplanmaktadir.

Yapilan bu tez ¢aligmasinda, yiiksek dogruluklu gen veri dizilimleri elde edilebilir.

Elde edilen gen verisinin dizilimi ile dizileme algoritmalar1 daha verimli bir sekilde
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kullanilarak saglikli-hastalikli gen tespiti analizleri daha yiliksek dogrulukta
oranlarla gergeklestirilebilir.

Onerilen veri okuma ve diizeltme yonteminin, genetiksel bozukluklara neden olan
DNA mutasyonlarin, genetiksel hastaliklarin vs. tespitine ve ¢dzliimiine yardimci
olabilmesi ve biyoinformatik alanindaki ¢alismalara katki  saglanmasi

amagclanmaktadir.



7. ONERILER

Yapilan c¢alisma i¢in gerekli oznitelik sonuglarinin analizi gézlemlenmistir. Sonraki

caligmalarda yontemin eksik yonleri giderilmesi planlanmaktadir. Planlanan calismalar:

e Calisma zamanim daha da iyilestirmek i¢in CPU tabanli paralel programlamaya
uyarlanan yontem ve GPU tabanli paralel programlamaya uyarlanan yéntem
seklinde gelistirilip kiyaslanmasi planlanmaktadir.

e Daha biiyiik gen verileri iizerinde ¢alismalarin yapilmasi ve 6znitelik analizlerinin
degerlendirilmesi planlanmaktadir.

e Bloom Filter formiilii {izerinde iyilestirmeler yapilarak bellek kullaniminin
azaltilmasi ve hatali okuma orani olan FalsePositive degerinin daha da azaltilmasi

planlanmaktadir.

Hata diizeltme algoritmalar1 ile olusturulan gen verilerinin dizilim, gen veri tespiti,
mutasyon tespiti ve metagenom c¢alismalar gibi biyoinformatik alanlarda sorunlara ¢6zim
tiretilebilmesi ve literatiire katki saglamasi planlanmaktadir. Bu sorunlara yeni algoritmik
yontemler ve dizileme algoritmalariin gelistirilmesi gibi ¢6ziim odakli caligmalar

yapilabilmesi amaglanmaktadir.
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9. EKLER

Ek Tablo 1. DNA dizisi Ornegi

Yon 1l
DNA |GA |[cC|GA | CA | GA | CC | AA CT | CG | cC
CTT ATT
Dizisi | T | T | C T A T G T Al A
Amino
. Asp | Leu | Asp | His | Glu | Pro | Lys | Leu | Leu | Arg | Pro lle
Asit
Birinci Dizi = ( Asp, Leu, Asp, His, Glu, Pro, Lys, Leu, Leu, Arg, Pro, lle)
DNA CT | AC| AT | AA| CT | AG | TT | TT | GA
G | ATC CAA | T
Dizisi G C G < A C C C C
Amino
. lle | Leu | Thr | Met | Asn | Leu | Ser | Phe | Phe | Asp | GIn
Asit
Ikinci Dizi = ( lle, Leu, Thr, Met, Asn, Leu, Ser, Phe, Phe, Asp, GIn)
DNA TC|TG|CC | TG |AC | TA |GC | TC | TC AA
G A ACC
Dizisi C A A A C A T T G T
Amin
. lle | Leu | Thr | Met | Asn | Leu | Ser | Phe | Phe | Asp | GIn
0 Asit

Uctlincii Dizi = ( Ser, STOP, Pro, STOP, Thr, STOP, Ala, Ser, Ser, Thr, Asn)

Tersine ve YOn 2

DNA | 71 AG | TT GA | TC | AA | TA | CA | TC
ACC TTC TAG
Dizisi | A C C A C G C G C
Amin STO
_ | Leu | Thr | Ser | Phe | Phe | Glu | Ser | Lys | Tyr | GIn | Ser
0 Asit P
Dordinci Dizi = ( Leu, Thr, Ser, Phe, Phe, Glu, Ser, Lys, Tyr, Gln, Ser, STOP)
DNA cc | GC TC | AA | CC | AG | AC | AG
T | TAA TCT CCT | A
Dizisi A T G T A T C T
Amin sSTO
) Pro | Ala | Ser | Ser | Asn | Pro | Ser | Thr | Ser | Pro
0 Asit P

Besinci Dizi = (STOP, Pro, Ala, Ser, Ser, Asn, Pro, Ser, Thr, Ser, Pro)
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Ek Tablo 1’in devami

Tersine ve YOn 2

DNA AA | CA | CT CG | AT | CA | GT | CC CT
T T CTT GTC
Dizisi C G T A C A A A A
Amin
. Asn | GIn | Leu | Leu | Arg | lle | GIn | Val | Pro | Val | Leu
0 Asit

Altina Dizi = (Asn, GIn, Leu, Leu, Arg, lle, GIn, Val, Pro, Val, Leu)
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Ek Tablo 2. BRAF veri seti ve kullanilan 6znitelikler

BRAF Gen Verisi: 205599

Saglam Hatah
Sekans | K-mer o Has:-h Bloom Bloom Calisma
Boyutu | Boyutu Derinlik - | Fonkstyon Filter Filter Suresi(sn.)
Sayst Boyutu Boyutu
50 16 30 4 13157376 | 276324160 189,62
50 16 30 5 16446720 | 345405248 307,57
50 16 30 6 19736064 | 414486272 327,19
50 16 40 4 13157376 | 368432960 330,62
50 16 40 5 16446720 | 460541248 441,53
50 16 40 6 19736064 | 552649472 455,16
50 16 50 4 13157376 | 460541760 384,71
50 16 50 5 16446720 | 575677248 532,56
50 16 50 6 19736064 | 690812672 544,24
50 20 30 4 16446400 | 305930368 236,54
50 20 30 5 20558016 | 382412928 367,72
50 20 30 6 24669632 | 458895488 381,56
50 20 40 4 16446400 | 407907968 353,19
50 20 40 5 20558016 | 509884928 514,62
50 20 40 6 24669632 | 611861888 558,51
50 20 50 4 16446400 | 509885568 453,66
50 20 50 5 20558016 | 637356928 691,12
50 20 50 6 24669632 | 764828288 696,18
50 24 30 4 19735296 | 319746560 286,36
50 24 30 5 24669120 | 399683200 438,62
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Saglam Hatah
Sekans | K-mer o Has.h Bloom Bloom Calhisma
Boyutu | Boyutu Derinlik | Fonkstyon Filter Filter Suresi(sn.)
Sayist Boyutu Boyutu

50 24 30 6 29602944 | 479619840 464,74
50 24 40 4 19735296 | 426329600 387,79
50 24 40 5 24669120 | 532912000 642,67
50 24 40 6 29602944 | 639494400 667,75
50 24 50 4 19735296 | 532912640 435,65
50 24 50 5 24669120 | 666140800 677,54
50 24 50 6 29602944 | 799368960 707,41
75 16 30 4 13157376 | 315797760 138,14
75 16 30 5 16446720 | 394747200 215,47
75 16 30 6 19736064 | 473696640 2311

75 16 40 4 13157376 | 421063680 286,83
75 16 40 5 16446720 | 526329600 308,706
75 16 40 6 19736064 | 631595520 325,18
75 16 50 4 13157376 | 526333440 262,3

75 16 50 5 16446720 | 657916800 397,16
75 16 50 6 19736064 | 789500160 428,81
75 20 30 4 16446400 | 368430720 182,77
75 20 30 5 20558016 | 460538432 304,56
75 20 30 6 24669632 | 552646080 316,14
75 20 40 4 16446400 | 491240960 266,55
75 20 40 5 20558016 | 614051200 417,2

75 20 40 6 24669632 | 736861440 432,12
75 20 50 4 16446400 | 614055680 346,13
75 20 50 5 20558016 | 767569600 542,39
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Saglam Hatah
Sekans | K-mer o Has.h Bloom Bloom Calhisma
Boyutu | Boyutu Derinlik | Fonkstyon Filter Filter Suresi(sn.)
Sayist Boyutu Boyutu
75 20 50 6 24669632 | 921083520 548,37
75 24 30 4 19735296 | 410537088 226,93
75 24 30 5 24669120 | 513171392 363,71
75 24 30 6 29602944 | 615805632 396,22
75 24 40 4 19735296 | 547382784 339,45
75 24 40 5 24669120 | 684228480 533,57
75 24 40 6 29602944 | 821074176 534,64
75 24 50 4 19735296 | 684233472 420,29
75 24 50 5 24669120 | 855291840 668,73
75 24 50 6 29602944 | 1026350208 691,16
100 16 30 4 13157376 | 335533760 125,29
100 16 30 5 16446720 | 419417216 205,21
100 16 30 6 19736064 | 503300672 211,67
100 16 40 4 13157376 | 447380160 186,52
100 16 40 5 16446720 | 559225216 288,38
100 16 40 6 19736064 | 671070272 294,31
100 16 50 4 13157376 | 559226560 236,24
100 16 50 5 16446720 | 699033216 370,66
100 16 50 6 19736064 | 838839872 379,47
100 20 30 4 16446400 | 399679936 165,13
100 20 30 5 20558016 | 499599936 273,63
100 20 30 6 24669632 | 599519936 290,59
100 20 40 4 16446400 | 532908736 247,24
100 20 40 5 20558016 | 666135936 383,81
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Saglam Hatah
Sekans | K-mer o Has.h Bloom Bloom Calhisma
Boyutu | Boyutu Derinlik | Fonkstyon Filter Filter Suresi(sn.)
Sayist Boyutu Boyutu
100 20 40 6 24669632 | 799363136 392,92
100 20 50 4 16446400 | 666137536 315,31
100 20 50 5 20558016 | 832671936 485,96
100 20 50 6 24669632 | 999206336 511,56
100 24 30 4 19735296 | 455931200 214,57
100 24 30 5 24669120 | 569913984 346,78
100 24 30 6 29602944 | 683896768 368,66
100 24 40 4 19735296 | 607910720 306,42
100 24 40 5 24669120 | 759888384 477,24
100 24 40 6 29602944 | 911866048 498,14
100 24 50 4 19735296 | 759890240 387,55
100 24 50 5 24669120 | 949862784 632,15
100 24 50 6 29602944 | 1139835328 659,49
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