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Laboratuvar Teknikleri

Sekans Teknigi

DNA, yasayan organizmalarda genetik bil-
ginin ana tasiyicisidir. DNA molekiliintin ¢ift
zincirli yapisi; her biri seker, fosfat ve dort ba-
zin birinden olusan (A: Adenin, C: Sitozin, G:
Guanin ve T: Timin) ve niikleotid olarak adlan-
dirilan yapisal birimlerin fosfodiester bag: ile
baglanmasiyla meydana gelir. Zincirler birbiri-
ne zit, fakat birbirinin eglenigidir. 1ki zinciri
birarada tutan kuvvet, bazlar arasindaki hid-
rojen bagidir. A-T niikleotidleri arasinda cift
bag, G-C ntkleotidleri arasinda ise ticlii hidro-
jen bag1 vardir.

1953 yilinda DNA molekiliintin ¢ift sarmal
yapisit James D. Watson ve Francis Crick tara-
findan bulunmustur. Bu bulus onlara Nobel
Odiili’'nti getirmistir. DNAnin ¢ift zincir yapi-
sinin bulunmasiyla birlikte, DNA {izerine yapi-
lan ¢aligmalar hizlanmigtir.

Glinimiizde yaygin olarak kullanilan se-
kanslama teknigi enzimatik yontem olarak da
adlandirilan, F. Sanger tarafindan gelistirilmis
olan zincir sonlandirma teknigidir. Diger bir
yontem ise kimyasal yontem olarak adlandiri-
lan ve cogunlukla Maxam ve Gilbert metodu
olarak bilinen DNAnin spesifik kimyasal par-
calanmasina dayanan yontemdir. Kimyasal
yontem dezavantajlari nedeniyle tercih edilme-
migtir ve glinimiizde yaygin olarak Sanger’in
gelistirdigi metod kullanilmaktadir.

Sanger’in buldugu yontem zaman icerisinde
teknolojideki gelismelerle paralel olarak cok
daha hizli ve verimli bir hale gelmistir. Bugiin
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yaygin olarak kullanilan iki yontemi inceleye-
cegiz.
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SEKANS YONTEMI

Sanger’in zincir sonlandirma metodunun
temelinde, kalip [polimeraz zincir reaksiyonu
(PCR) ile cogaltilan, sekans1 yapilacak bolge],
sekans1 yapilacak bélgeye spesifik primer
dNTP (deoksintikleotid trifosfat)’ler, radyoak-
tif madde (32-fosfor, 35-suilflir veya 33-fosfor
kullanilabilir), DNA polimeraz enzimi ve dort
farkli dideoksintkleotid (A, T, C ve G) gerekli-
dir. Dideoksiniikleotidlerin diger niikleotidler-
den farki, 3’ uclarinda bir hidroksil grubunun
eksik olmasidir. Polimeraz enzimi zincire son
olarak takilmis olan niikleotidin 3’ hidroksil
grubu ile yeni katilacak olan niikleotidin 5’
fosfat grubu arasinda fosfodiester bag: olusu-
munu katalizler. Polimeraz enzimi bu dideoksi-
niikleotidi yeni sentezlenen zincire taktiginda;
3’ hidroksil grubunun olmamasindan dolay:
yeni bir niikleotid zincire takilamaz ve zincir
bu noktada sonlanir. Sekans reaksiyonu sonra-
sinda ornekler sekans jeline (lireli poliakrila-
mid jel) ytiklenerek elektroforez yapilir. Jel 6n-
ce “whatman” kagidi lizerine alinir ve burada
kurutulur, daha sonra radyoaktif 1s1maya du-
yarli film tzerine kapatilarak isik almadan
muhafaza edilir (otoradyogram). Film banyo
edilerek film tizerinde reaksiyon okunur. Ma-
niel sekans yonteminde yaygin olarak kullani-
lan iki farkli yaklasim;
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1. Cift Zincir Sekanslama

Klasik Sanger yonteminde tek zincir kalip
olarak kullanilmasina karsin, bu yontemde ¢ift
zincir DNA kalip olarak kullanilir.

Sekans reaksiyonu ana hatlariyla dort basa-
maktan ibarettir:

a. DNA'nin denatiirasyonu,

b. Primerlerin kaliba yapisma (annealing),
c. Isaretleme (radyoaktif madde ile) ve

d. Sonlandirma

basamaklarindan olusmaktadir.

Arastirmacilar yaygin olarak T7-Polymera-
se kit ve Sequenase 2.0 USB-Kkitlerini tercih et-
mektedir.

2. Dongiisel Sekanslama (Cycle Sequencing)

Dongiisel sekanslama, geleneksel Sanger se-
kanslama metodunun bir modifikasyonudur.
Deoksintikleotidler kullanilarak 3’ uclar:1 dide-
oksintikleotidle sonlanmis DNA fragmenleri
yapmak icin polimerizasyon reaksiyonu kulla-
nilir. Temel farklilik, dongtisel sekansta kulla-
nilan DNA polimerazin 95°C’de aktivitesini
koruyor olmasidir. Bu polimerazin kullanilma-
sinin avantaji, DNA'nin denatiirasyonu ve “an-
nealing” basamaklarinin ve zincir sentez basa-
maginin ayni tiipte bircok defa tekrarlanmasi-
na izin vermesidir.

OTOMATIK SEKANS YONTEMI

Otomatik sekans yontemi, mantiel sekans-
tan temelde iki buytik farka sahiptir. Birincisi,
isaretleme basamaginda radyoaktif madde ye-
rine floresan boya kullanilmasi, ikincisi ise
otoradyogram yerine lazer ve optik okuma sis-
teminin birarada calistigi, bilgilerin bilgisayar
ortamina direkt tasindig1l otomasyonun saglan-
masidir.

Ilk otomatik sekans reaksiyonlari, floresan
isaretli primerler kullamlarak yapilmigtir. fler-
leyen yillarda, her bir primeri floresan isaretle-
mektense floresan igsaretli dideoksiniikleotidler
kullanilmaya baslanmigtir. Kapiller elektrofo-
rez sisteminin devreye girmesiyle birlikte, sis-
tem daha hizli ve etkin hale gelmistir.

PCR ile cogaltilan gen bolgesine ait triin
plrifiye edildikten sonra floresan isaretli dide-
oksintikleotidlerin kullanildig1 dongiisel se-
kanslama reaksiyonuna tabi tutulur. Purifikas-

yon sonrasinda ornekler sekans cihazina ytik-
lenir ve cihaz otomatik olarak ornekleri kapil-
lere ceker, yliriitir, lazer 15181 altinda optik sen-
sor tarafindan okur ve okudugu ham bilgileri
bilgisayar programina aktarir (Sekil 1).

Gunlmitizde sekans cihazlari; tek kapillerli
sistemden 96 kapillerli sisteme kadar kullanici-
nin kullanim amacina gore genis bir yelpazede
kullanicilara sunulmaktadir. Buna karsin kapil-
ler sistem bireysel genom projeleri gibi biiyilik
miktarda sekansin gerektigi projeler i¢cin yavas
ve pahali kalmaktadir. Arastirmacilar daha hiz-
1 ve daha ucuz sekans yapabilecekleri yeni tek-
nolojilerin gelistirilmesi tizerinde durmaktadir.

454 Sekanslama Stratejisi ve George
Church Yoéntemi bu amacla gelistirilen yeni
teknik ve cihazlardan ikisidir. 454 sekanslama
teknigi, bliytik 0lcekte sentez ile paralel giden
sekanslama sistemidir. Gliniimiizde kullanilan
GS20 sekans cihaziyla 4.5 saatte 20 megabaz
buytkliginde bir DNA fragmaninin dizisi be-
lirlenebilmektedir.
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Sekil 1. Otomatik sekans teknigi.
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SEKANS TEKNIGININ GENEL
KULLANIM ALANLARI ve AMACLARI

1. De Novo Genom Sekansinin Belirlenmesi

Bu uygulamanin en giizel érnegi “Insan Ge-
nom Projesi”dir. Yirmi dort insan kromozomu-
nun her birinin sekans dizisini belirlemek ama-
ciyla baslanmistir. Buglin sempanze, resus
maymunu, kopek, fare, sican, tavuk, kurbaga,
balon balig1 ve bircok bakteri ve viriis turleri-
nin genom sekans calismalar1 devam etmekte-
dir. Insan genom projesinde kullanilan yeni
teknoloji bugilin devam etmekte olan pek cok
diger organizmanin genom projelerinde de kul-
lanilmakta ve buradan elde edilen bilgiler, bi-
yolojik sistemin isleyisini anlamada kullanil-
maktadir.

2. Gen Ekspresyon Profilinin Belirlenmesi

Belirli bir dokuda ifade olan genlerin belir-
lenmesinde de sekans teknigi kullanilir. Izole
edilen RNA’dan, revers transkriptaz enzimi
kullanilarak komplementer DNA sentezi
(cDNA) yapilir ve bu komplementer DNA, se-
kansta kalip olarak kullanilarak dokunun
ekspresyon profili ortaya cikarilir. Ancak bu
yolla yapilacak bir profilleme isleminde unu-
tulmamalidir ki, secilen dokuda bazi genler
yiksek seviyede ifade olurken bazilar: ise ¢cok
disiik seviyelerde ifade olacaktir. Bu tip bir de-
ney diizeneginde dugsiik seviyede ifade olan
genlerin tespit edilememe riski vardir.

3. Sekans Varyasyonlarinin Belirlenmesi

Referans sekansa gore sekansi yapilan 6rnek
karsilastirilarak degisikliklerin belirlenmesin-
de sekans teknigi kullanilir. Bu degisiklikler tek
nikleotid degisiklikleri (SNP), insersiyon ya da
delesyonlar, kopya sayist degisiklikleri, inversi-
yon ya da translokasyonlar olabilir.

4. Cevresel Amacli Sekans

Bireylerden ziyade popilasyon diizeyinde
meydana gelen degisikliklerin genetik temelini
anlamak i¢in sekans teknolojisi kullanilir. Gen

stiriklenmesi, tlirlesme gibi ¢evresel konular:
arastirmada yaygin bir kullanmim alani vardir.

Yukarida verilen kullanim alanlari ¢ok dar
kapsaml olarak genel cizgileri ile verilmistir.
Elbetteki sekans teknolojisi DNA ve RNA ya-
pilarinmin kullanildig1 bircok deney sisteminde
glinimuizde rutin olarak kullanilan teknolojile-
rin basinda gelmektedir.

Gelecek yillarda sekans teknolojisinde kok-
i degisikliklerin olacagi, simdikinden ¢ok da-
ha hizli ve ¢cok daha diisiik maliyetle sekans ya-
pilabilecegi ongorilebilir. Bu da su anda tito-
pik olarak goziiken bireysel genom projeleri ya
da kisiye 6zgli genom projeleri gibi projeleri
hayata gecirecek gibi goriinmektedir.
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