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Sekans analizi nedir ?

DNA baz dizilimlerinin belirlenmesi
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- Nukleozid = Baz + Seker

|

Glikozid bagi ile birlesir, aradan su ¢ikar

» Nuikleotid = Fosfat + Seker + Baz



Nuikleotidler

- DNA ve RNA yapi tagidir




Sekans (DNA dizi) analizi yontemleri

1. Kimyasal (Maxam-Gilbert)
2. Enzimatik (Sanger)

3. Pirosekanslama



Kimyasal yontem

- DNA molekiili kinaz enzimi ile ' fosfat ucundan
3¢P ile isaretlenir.

+ Segici olarak 4 bazi parc¢alayan kimyasal
maddeler kullanilarak farkli uzunluklarda DNA
parcalari elde edilir,

+ Elektroforezle ayrilan bantlar otoradyografi ile
incelenir.

Maxam A & Gilbert W. 1977
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Enzimatik yontem

DNA parcgasi asimetrik PCR ile tek zincir halinde
¢ogaltilir ve kalip olarak kullanilir.

DNA polimerazlar deoksiribozun 3' pozisyonunda OH
grubu tasimayan dideoksiribonikleotidleri dizilere
ekler.

Sentezleri ddNTP kullanilarak durdurulmus farkl
uzunlukta yeni zincirler

Her modifiye baz igin ayri tiiplerde sentez yapilir ve
trinler denatiire akrilamid jel elektroforezinde 4

sira halinde ydiratdlar.

Sanger ve ark., 1980
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Kalip DNA'lar
Primer
dNTP karisimi
Enzim

Do6rt reaksiyon tiplnin her birine bir ddNTP
eklenmesinden sonra baglanma ve uzama
islemleri uygulanmaktadir.

Farkli uzunlukta DNA pargalari
Jel elektroforezi




dATP
dCTP
dGTP
dTTP

DNA dizi analizi

5’ 3’ Kalip
5’ Primer
A/j\ -
T dATP dATP dATP [
J— dCTP dCTP dCTP | |
dGTP dGTP dGTP
dTTP dTTP dTTP
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DNA parcalari nasil elde edilir ?

Maxam—Gilbe]/‘t_' Kimyasal Parcala — Temizle

yon’rem g .
> pS ATCGATCGAT L 2 ATCGATCE] | AT
N 4 ATC%E ATCGAT

Radyoaktif olmayan
G igin 6zgil reaksiyon

(g6rinmeyen)
Parcala — Temizle

Sanger: Enzimatik yontem Devam

ATCG AT *
* Anal —>
ATCG na ” TAGCTAGCTA

ATCG «eenr”’ e VeyaYeni pargalar iiretme
TAGCTAGCTA Sonlandirma
Hedef . ATCGY

TAGCTAGCTA
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Fosfodiester bag:

37

dideoxynuceotide Reaksiyona girmez
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DNA dizisi nasil sonlandirilir ?

Bir niikleotid fark: olan PAGE
DNA pargalar: jelde ayrilir
T A G C
32p ATCGATCGAT -+| o —
32p ATCGATCGA--»| &= — N
32p ATCGATCG """""" : - - :
32p ATCGATC - __,| = — |
32p ATCGAT- . y| — S — |
32p ATCGA- | =— — G
32p ATCG —————————— S| c— — C
32p ATC -7 o — T
32p AT """"""""""""""
32p R | — — A
Fakat bu bantlar bize Ayni nikleotid ile biten

dizileri gruplar isek,

son nikleotid bilgisini vermez tiim genomu tanimlayabiliriz.



OTOMATIZE DNA DIZI ANALIZI

AN /

Floresans boya

Leroy Hood ve ark. 1986
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ddC

ddT-TAMRA ddC-ROX



Kapiller Elektroforez

G C AT

é = cathode

anode _ . _
capillary tubing
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Kromatogram analizi
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DNA sekans cihazlar

Kapiller
sayilari
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Saflastirma

-

“Cycle Sequencing” (ddNTP)
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HEDEF

v'ssDNA vektorleri
- M13
- pUC
v PCR
v dsDNA (+/- PCR)



Primerler

v'Genel primerler
- ucuz, hizh, kolay

v'Ozel primerler
- pahali, yavas, 6zgiil



UZAMA

v'Polimeraz
- Sekans
- (Cycle Sequencing)

v'Sonlandirma
- Boyama=Igaretleme ("Big Dye")
- ddAC.G,T



AYIRMA

v' Jel Elektroforezi

v Kapiller Elektroforez

- Otomatize edilebilir
- Hizlh (2 saat)
* Basit 1s1 kontroli
* 96 kuyucuk



PIROSEKANSLAMA

+ Sekans primeri tek
zincirli DNA kalibina
hibridize olur.

DNA polymerase

TGCACCTTTAGACTGGCCG---
“44— CTGACCGGC---

* 4 deoksinikleotid aNTR/” s pp;
Tr‘lfOSfGTTGn (dNTP) ||k| ( f’lTP—.H'mff'm:]'fu,\'iTxIj

reaksiyona eklenir. Next bace Luciferase |

Her niikleotid k 2
* Her nukleofti
Apyrase ‘_/

yerlesimine, yerlesen (wash)
nikleotid miktar: kadar

pirofosfat (PPi) salinimi

eslik eder.



lterative additions

—p dATP —» dCTP —» dGTP » dTTP—-

Pi Pi
-
dNTP _.Z)_ dhDP dMBP

ATP ADP AP
1 Apyrase

-
-

ATP Sulfurylase -~

APS ATP + 50,*
PPi
D-luciferin L—4 Luciferase.luciferin-AMP + O,
Luciferase i

Luciferase + oxyluciferin + AMP + CO,

oot —

TOG C A GTACY & TWC &N TA T G @ © TC TAD AL 1

CGT
MNucleotide addition order
_

CCD camara or
photomuliphcator



PIROSEKANSLAMA

- Elektroforez

gerektirmez

- Hizlhdir
- Her dNTP sira ile

eklenir

* Komplimenter degilse
hizla ortadan kaldirilir



454 Teknolojisi

Baslangigta DNA 300-800 bp pargalara ayrilir
Her sona bir adaptar baglanir

Bir adaptor biotin igerir ve streptavidin-kapl
boncuklara baglanir. Boncuk / DNA orani
kontrol edilir. Her boncuga bir DNA
baglanmasi saglanir.

Boncuklara yag eklenir ve bir siitsu sivi
yaratilir. PCR yapilir. DNA kopyalanir.




454 Teknolojisi

* Yag uzaklastirilir. Boncuklar S
“picotiter” plaklarina eklenir. Her . 'L
bir kuyucuga bir boncuk yerlesir. e

* Her kuyucuga pirosekans enzimi
eklenir.

+ Her plak tekrar tekrar dNTP ile -~
ytkanir. Gerekli kimyasallar Todml
eklenir.

+ Plak “fiber optik" ¢ip ile kaplanir.
Her kuyucuktan ayrilan i1sima
CCD kamera ile okunur. Lt St



DNA dizi analizi ile
mantarlarin tanimlanmasi

Ornekler



rDNA bolgesi

5.8S 5S
26S

18S 18S

ITS1 ITS2

IGS1™ 1GS2

ITS : Internal Transcribed Spacer
IGS : Intergenic Spacer 8,188 bp



Hangi bolgeyi dizileyelim ?

Sinif Aile

Cins Tir Koken

18S
26S
ITS
IGS



DNA benzerligi

Ayni tir > 70%
Farklilik 30-70%
Farkh tdr < 30%



rRNA gen bélgesi icin kullanilacak
primer dizileri

Subunit or

. Name of primer Sequence
spacer regiol

ITS region ITS1 (forward) TCCGTAGGTGAACCTGCGG
ITS4 (reverse) TCCTCCGCTTATTGATATG
D1/D2 LSU NL1 (forward) GCATATCAATAAGCGGAGGAAAAG

NL4 reverse) GGTCCGTGTTTCAAGACGG




DNA dizi analizi ile
mantarlarin fanimlanmasi

Malassezia rRNA geni

1787 158 3390 118

266_ 291 441 1737
18S
185 205 IGS1E 1GS2
ITS1 ITS2 5S
5.8S

ITS : Internal Transcribed Spacer
IGS : Intergenic Spacer 8,188 bp



C. albicans

Cr. neoformans
T. asahii

M. globosa

IGS bolgesi

I
—

IGS1

IGS2

2304
I
L 2095

2181

\

b 6 7(kbp)



ITS benzerligi (%)
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IGS analizi ile epidemiyolojik
karsilastirma yapilabilir.
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Trichosporon asahii kékenlerinin

IGS anadl

izi ile genotiplendirilmesi

80
70-
60-
50

Tiirkiye

_ Japonya

Genotip 1 2 3 4 5 6 7 8 9



Uygulama ornegi

Fenotipik yontemler ile tir tanimi
yaptlamayan bir mantar...

5.85 55

185 I~D~ 265 / 85

DNA DIZI ANALIZI




-
O
Y.

-

Saflastirma

-

“Cycle Sequencing” (ddNTP)

-

Presipitasyon

-

Kapiller jel elektroforezi ve okuma

AOOMN A

-




Dizilenecek uriinden DNA elde edilir. Bu irin genellikle mantar
kolonisidir. Nadiren hasta orneklerinde bulunan fungal DNA da
dizilenebilir.

Elde edilen DNA miktari ve kalitesi MUTLAKA dlcllir. Cok diisik
(10-50ng/mikrolitre) DNA olan 6rneklerde dizi analizi sonucu
basarili olmayabilir. DNA miktar: yiiksek ve saf olan 6rneklerde
tir fanimi daha dogru yaptlir.

Nanodrop (USA)

Bir hedef segilerek ¢ogaltma yapilir.



Amplifikasyon karigimi

10x buffer 3.5 ul

dNTP 2.8 ul (36.6nmol)
Forward primer 0.14 ul (100pmol)
Reverse primer  0.14 ul (100 pmol)
Taq polimeraz 0.175 ul (250 U)
suU 27.245 ul

HER TUPE 34 ul dagit

1 ul DNA ekle. "Termal cycler” cihazina
yikle.



PROGRAM
(I6S 1-I6S 2 primerleri igin)

94 OC 1 dk
94 OC 30sn
K57 °C 30sn > x 33 Siklis
72 9C 30sn
72 0C 10 dk
ADI DIZIsI
IGS 1 B-ATCCTTTGC AGACGA CTT

IGS 2

AGC TTG ACT TCG CAG ATC




Amplifikasyon sonrasinda PCR drini
MUTLAK elektroforez yirditilir. Kontrol
edilir. Sekans oncesi mutlak gereklidir.

Yiridtme sirasinda 1 birim yikleme tamponu,
3 birim ornek yiklenir.

PCR sonrasinda mutlak pirifikasyon yapilir.
Pirifikasyon igin spin kolon protokold
kullanihr,

Pirifiye edilen irunlerde urin tekrar algdlir
veya tekrar elektroforez yapilir. Kontrol igin.



"Cycle Sequencing” (ddNTP)

BigDye daha 6nceden 6 ul halinde 0.2 lik ependorflara
hazirlanarak -20 de beklefilebilir.

20 pl karisim igin her tipe tek tek sunlar eklenir;

BigDye 6 ul (HAZIR)
Hedef PCR iiriini (pirifikasyon sonrasi iiriin) 1l

Primer (reverse primer) 0.65ul

SU 12.35ul
Program:

96 °C 10 sn
50 o¢ B sn } X 25 siklis
60 o¢ 4 dk



BigDye Cycle sequencing sonrasi
purifikasyon

Pirifikasyon igin, etil alkol kullanihr.

20 pl BigDye lriinii iceren ependorf termal cycler dan
gukaruhp tzerine 3.3 ul NaOAc (sodyum asetat) eklenir.
ipetaj yapilir.

Karisimin tzerine 2.5 kat (20+3.3=23.3 X 2.5 =58.25 pnl)
Etil alkol (%100) eklenir.

14 000 rpm 15 dk santrifiij yapilir.

Et’jper‘na‘ran atilir. Cokelek tizerine 100 ul %70'lik Etil alkol
onur.

14 000 rpm 5 dk santrifiij yapilir.
Supernatan atilir.

14 000 rpm 3 dk santrifij

10ul lik pipet ile kalan etil alkol gekilir.
Ependorflar vakumlu santrifij ile kurutulur.
-20 ¢ de saklanir.



Etanol pirifikasyonu sonrasi YINE DNA élgiilir.
Kalite kontroli icin.

Otomatik sekans cihazina yiklenir. Burada yapilan
kapiler jel eketroforezidir. Tek yonde uzatilmig
(BigDye) DNA burada tek tek okunur.

Elde edilen niikleotid dizisi veri kitiiphaneleri ile
karsilastirilarak tir tfanimlamasi yapilir.



i@ﬂlz [ \WPRIMERZ , ALF Clome: 4. Primar 2 Antisensa (Sh) (F) Page: 1/
f Fun:  AnkiSamEe Strand// 1026 bp Asplified PstE sltse/fpllee7?—i - 0533 lcnl Date:  0O-16-0i

__ Ml Mal mni ] lﬂlulh“ I “Mi ul: d Himm Lmll lnLu uu Nhi
1“1 nJl‘ M ll lﬁiuﬂlw M“h“bl fWu l‘i Ull

TTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTT

Hl “ ll mhl L u' iMli JN Hu LJ.,B,UM;
hm J“Jh’l“i &h"'i‘,"b‘ju h.A JM‘A JJUML ,“mwﬂ

mmmmmmmm iﬁ

. Hizalama



Islem basamaklart

+ DNA eldesi + Elektroforez

- DNA 6l¢limd » "Cycle sequencing”

+ PCR + Pirifikasyon

+ Elektroforez - DNA ol¢limi

+ Pirifikasyon + Kapiller elektroforez

- DNA alcuimi + Veri analizi



Fungal DNA dizi analizi bize neler saglar ??

« Kesin tur tanimi
- Alt tiur
* Filogenetik analiz

* Mutasyon analizi
- Direng bdlgelerinde mutasyon
- Virdlans genlerinde mutasyon






