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Abstract

The first and second generation DNA sequencing (SGS) technologies revolutionized the field of
genomics has led to developments beyond surprisingly large number of scientific studies. It has been
effective on the understanding of whole living genome sequence, characterization of genomic DNA and
DNA sequence variation and live genom sequence encodes information of which part of genom sides,
additionally detection of methylated regions of the genome, determining the level of mMRNA transcription
and translation, fully understanding of the interactions between protein and DNA characterized by
different isoforms of determined existing genes. However a new generation of DNA sequencing
technologies has provided new opportunities to the current sequencing technologies by creating
innovative and fertile ground for the study of genome sequencing. In parallel with the current second
generation sequencing (SGS) technologies, in addition to the development of technology, the new
generation of single molecule sequencing which is also the third-generation DNA sequencing (TGS)
technologies have been rapidly developed. Some approaches which are developed on third generation
DNA sequencing technologies shows that an advanced level of using technology and products provide
to a rich and original information for researchers that cannot be obtained by experimental method on
DNA sequencing. Third generation DNA sequencing technologies are shown to be capable of working
with a lot of studies on whole genome of any organism, in less than a day, much less cost, complete,
accurate and creating longer sequencing reads chains.
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Uciincii Nesil DNA Dizileme Teknolojileri

Ozet

Birinci ve ikinci nesil DNA dizileme (SGS) teknolojileri, genomik alaninda devrim yaratmis ve g¢ok
sayida bilimsel ¢alismalarda sasirtici gelismelere yol agmustir. Tiim canli genom dizisinin anlagilmast,
genomik DNA ve DNA dizi varyasyonlarinin karakterize edilmesi ve canli genom dizisinin hangi
bolgesinin, hangi bilgileri kodladigi, tasidigi, dahasi genomun metilatli bolgelerinin tespitinde,
mRNA’nin transkripsiyon ve translasyon seviyesinin belirlenmesinde, protein ve DNA’nin aralarindaki
etkilesimlerin tam anlagilmasinda, belirli mevcut genlerin farkli izoformlarinin karakterize edilmesinde
etkin olmustur. Bununla birlikte yeni nesil DNA dizileme teknolojileri, mevcut dizileme teknolojilerine
yenilik¢i ve verimli bir zemin olusturarak genom dizileme c¢aligmalari i¢in yeni firsatlar sunmustur.
Mevcut ikinci nesil dizileme (SGS) teknolojilerine paralel olarak, teknolojinin gelistirilmesiyle birlikte,
yeni nesil tek-molekiil dizileme, yani tgtincii nesil DNA dizileme (TGS) teknolojileri de hizla
gelismektedir. Uciincii nesil DNA dizileme teknolojileri iizerine gelistirilen bazi yaklagimlar
gostermektedir ki, ileri derecede kullamlan teknoloji ve friinleri, DNA dizileme konusunda
aragtirmacilara bagka higbir deneysel yontem ile elde edilemeyecek kadar zengin ve ozgiin bilgi
saglamaktadir. Ugiincii nesil DNA dizileme teknolojilerinin herhangi bir canliya ait biitiin bir genomu,
bir giinden daha az bir siirede, ¢ok daha az maliyetle, tam, dogru ve daha uzun okuma zincirleri
olusturarak dizileme kapasitesine sahip oldugu yapilan pek ¢ok caligmayla gosterilmistir.

Anahtar kelimeler: DNA dizileme, Ikinci nesil DNA dizileme, Ugiincii nesil DNA dizileme
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1. DNA sekanslama ve tarihsel gelisimi

DNA dizi analizi, genom yapist ve genetik kontrol mekanizmalar1 hakkinda bir¢ok bilgi edinmemizi
saglamistir. Bir organizmadan ¢ok miktarda saf DNA elde edilmesini saglayan rekombinant DNA
tekniklerinin gelismesiyle birlikte DNA dizi analizi yontemleri de gelisme gostermistir. 1960’11 yillarda
baglayan DNA dizi analizi ile ilgili arastirmalar su sekilde gelismistir [1]. 1965 yilinda Robert HOLLEY
74 nikleotitlik bir tRNA molekiliiniin dizi analizini yapmustir. 1977°de Allan MAXAM- Walter
GILBERT ve Frederick SANGER tarafindan iki farkli DNA dizi analizi yontemi bulunmustur. 1982°de
Akiyoshi WADA; DNA dizi analizinin otomatik yollarla yapilmasini Onermisticr ve robotlar
gelistirilmeye baslanmistir. 1986 yilinda Kalifornia Teknoloji Enstitiisii’'nden (Caltech) Leroy HOOD ve
Llyod SMITH tarafindan DNA dizi analizleri icin, tam otomatik bir makine gelistirilmistir. 1990’da
Edward UBERBACHER tarafindan gen tespit programi, GRAIL kullanilmaya baglanmistir. 1992 yilinda
21. kromozomun DNA dizi analizi tamamlanmistir. Craig VENTER, Claire FRASER ve Hamilton
SMITH 1995 yilinda; Haemophilus influenzea’ya ait ilk DNA dizisini yayinlanmislardir. 1996 yilinda
S.cerevisiae’nin DNA dizisi yaymlanmustir. 1998°de Sanger Center ve Washington Universitesi,
Caenorhabditis elegans’in DNA dizisini a¢iklamiglardir. 1999 yilinda bilim adamlar tarafindan insanin
22. kromozomunun DNA dizisi tamamlanmustir. 2000 yilinda Celera ve birlikte ¢aligtiklar tiniversiteler
tarafindan Drosophila melanogaster’in DNA dizisi agiklanmistir. 2000 yili Haziran ayi1 i¢inde insan
genom projesinin ve insan gen haritasi taslaginin tamamlandigi agiklanmistir. Yine 2000 yilinda
Arabidopsis thaliana, DNA dizisi aciklanan ilk bitki olmustur. 2003 yilinda ise David PAGE ve ekibi
cinsiyet kromozomu olan Y kromozomunun dizi analizini tamamlamislardir [2].

2. DNA dizileme teknolojileri

2.1 Birinci nesil DNA dizileme teknolojisi (FGS)

Birinci nesil dizileme 1977 yilinda Maxam ve Gilbert tarafindan (kimyasal kirilma ydntemi)
gelistirilmistir ve 1977°de Sanger ve ekibi bu yOnteme paralel olarak zincir sonlanma metodunu
uygulamuslardir. Mevcut birinci nesil dizilemelerden Sanger dizileme metodu teknik agidan daha az
karmasik ve ¢ogaltma islemlerinde daha makuldiir. Bugiin uygulanan Sanger dizileme metodu i¢in 6rnek
hazirlanmasi esnasinda, farkli boyutlardaki DNA fragmentlerinin her biri, ayn1 konumdan baslayarak
iretilmistir. Her fragment, belli bazlara karsilik gelen 4 tane floresandan biriyle etiketlenen belirli bir baz
ile sonlanmaktadir. Sonra tiim fragmentler kapiller elektroforez {izerinden boylarinin sirasina gore
paylastirilir. Son baz ile ilgili bilgiler orijinal dizileme ile belirlenmektedir. Bu metot yaklasik 800 baz
olan bir okuma uzunlugu ile sonuclanir ama 1000 baza kadar da genisletilebilir. Bu yaklasimin tam
otomatik uygulanmasi insan genomunun orjinal dizilemesi i¢in énemli bir dayanak iken bu uygulama
insan genom projesine baglanildigi zamanlarda insan genomunun sekansinin yaklasik 3 milyar dolar gibi
yiiksek bir maliyet ve bu proje i¢in yaklasik 10 yil kadar siire¢ gerektigini dngormekteydi [3-9].

2.2 ikinci nesil DNA dizileme teknolojisi (SGS)

Ikinci nesil DNA dizileme teknolojisi (SGS), birinci nesil dizilemenin yiiksek maliyetine ve diisiik
verimine yanit olarak 2005 yilinda uygulanmaya baglanmistir. Bu sorunu gidermek igin SGS
uygulamalariyla, yiiksek miktarda DNA molekiilii dizileyerek daha yiiksek verim elde edilmistir. Bircok
SGS teknolojileriyle, 6zdes iplikgiklerin yiiz binlercesi belirli konumda verilen ve tekrarli yikama ve
tarama iglemlerinden olusan bir siirecte belirlenmisgtir.

Yikama ve tarama iglemi birbirini takip eden siirecler igerisinde kullanilan bazi reaktifleri icerir. Floresan
boyalarla etiketlenmis niikleotitler DNA ipliklerindeki siraya gore birlestirilirler ve birlesme reaksiyonu
durur. Sonraki asamada asir1 reaktifler yikanip temizlenir ve birlestirilmis bazlari belirlemek igin tarama
yapilir. Siire¢ basa doner ve daha sonraki ‘yikama ve tarama dongiisi’ i¢in DNA kaliplarini, reaktifleri
ve etiketlenmis niikleoditleri hazirlar. Illumina’nin HiSeq 2000 aract, tek bir dongiide, 300 ya da daha
fazla gigabazlik dizi verisi iiretebilir. SGS metodlari genelde yiiksek miktarda tarama ve yikama dongiisii
isteginden dolay1 uzun siirmektedir (giinler alabilir). Ayrica her bir baz ilavesi igin verim, her bir baz
eklendiginde daha fazla uyumsuz hale gelmektedir. Bu uyum kayb1 yanlis baz eslemelerine neden olur
ve okuma uzadikga sekans hatasi ortaya ¢ikar. Yiiksek miktarda DNA molekiilii iiretmek amaciyla PCR
amplifikasyonu gereklidir. Amplifikasyon siireci amplifikasyon sapmasi kadar kalip sekans hatasini da
ortaya koyar. Ayrica ¢ogaltma siireci drnek hazirlamayla ilgili zaman ve karmagiklig: artirir.  Sonug
olarak her galistirmada SGS teknolojileri tarafindan basarilan yiiksek verimlilik, 6zellikle Sanger
dizileme metodu ile karsilastirildiginda son derece bilgilendirici veriler olugturmaktadir. Birinci nesil
dizileme ve SGS teknolojileri; dizileme ¢alismalarinda ¢ok fazla gelismeler ortaya koymustur. Fakat
kullanilan baz1 ek ¢alismalar (PCR, Wash and Scan/Yikama ve Tarama) gereksinim duyulan pek ¢ok
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kimyasal ya da reaktif ve yiiksek maliyetin yan1 sira gok daha fazla vakit harcanmasi yeni bir teknolojiye
ihtiya¢ duyuldugunun isaretlerini vermekteydi [10-12].

2.3 Ugiincii nesil DNA dizileme teknolojisi (TGS)

Birinci ve ikinci nesil DNA dizileme (SGS) teknolojileri genomik alaninda devrim yaratan bir yol
acmustir. Cok sayida bilimsel ¢aligmalarda sasirtici geligmelere sebep olmustur ki bunlar; tiim canli
genom dizisinin anlasilmasi ve hangi bilgileri kodladigi, hangi bilgileri tasidigi, dahast metilasyon
diizeylerinin, transkripsiyonun, protein ve DN A’nin aralarindaki etkilesimlerin tam anlagilmasi agisindan
yapilan ¢aligsmalardir. Bununla birlikte tigiincii nesil DNA dizileme (TGS) teknolojileri, mevcut dizileme
teknolojilerine yenilik¢i, verimli ve daha az maliyet gerektiren bir zemin olusturarak genom dizileme
caligmalar igin yeni firsatlar sunmustur. Yeni nesil tek zincir molekiil dizileme teknolojisi (TGS), daha
uzun dizileme ve okuma i¢in potansiyel olustururken, ayn1 zamanda maliyeti diisiirmekte ve biitiin bunlar
mevcut dizileme i¢in harcanan vakti fazlasiyla azaltmaktadir. Kiigiik bir DNA parcasindan ¢ok sayida
DNA’nin iiretilmesi teknigi olan PCR metoduna dayali ya da PCR tekniklerinden kdken almig 2. nesil
DNA dizileme teknolojilerinden farkli olarak, 3. nesil DNA dizilime teknolojileri, sekans1 yapilacak olan
DNA pargasinin ya da komple bir DNA sablonunun, kati bir yiizeye tutturularak ya da sabitlenerek veya
bir gozenek hattt boyunca hareketi saglanarak, sentez safhasinda cesitli teknolojiler sayesinde
goriintiilenmesi, taninmasi, tekrardan okunarak uzama zincirlerine eklenmesi esasina gore ¢caligmaktadir
[11]. Boylece PCR metotlarinda karsilasilan pek ¢ok sorunun iistesinden gelindigi goriilmiistiir. Daha da
Onemlisi yeni nesil dizileme teknolojisi yiiksek DNA polimeraz islevi ile yiiksek katalitik oranlarda
calisma potansiyeline sahip olmasiyla DNA dizileme esnasinda, okuma oranini on bazdan on binlerce
baza yiikseltirken harcanan zamani giinlerden saatlere hatta dakikalara indirmektedir [9, 13]. DNA
dizileme teknolojileri arasindaki farklar tablo 1. de ayrintili olarak verilmistir.

Mevcut dizileme teknolojilerine karsilik tiglincii nesil dizileme teknolojilerinin avantajlari;

() Daha yiiksek verim,

(ii) Daha hizli geri doniis siiresi (6rn. dakika icinde yiliksek metilatli genom dizisinin elde
edilmesi),

(iii) Uzun okuma oranlari (hatta tim kromozom),

(iv) Yiiksek uzlasma dogrulugu (baslangi¢c materyalinin dogru ¢ogaltilmast),

(v) Kii¢iik miktarlarda baglangi¢ materyali (tek bir molekiiliin sekanslama igin yeterli olmast),

(vi) Diisiik maliyetli olmasidir.

3. Uciincii nesil DNA dizi analizi

Birinci ve ikinci nesil DNA dizileme teknolojilerinde sekanslama islemi; numune hazirlanmasi, fiziksel
sekanslama ve yeniden bir araya getirme (yeniden montaj) gibi ii¢ temel asamadan olusur. ilk adim olan
ornegin hazirlanmasi, hedef genomun kiigiik pargalara kirilmas: ya da ayrilmasidir. Ornek DNA
miktarina bagli olarak, bu fragmentler ¢esitli molekiiler yontemler kullanilarak birden ¢ok kopya halinde
amplifiye edilebilir. Fiziksel sekanslama asamasinda her bir parcadaki bireysel bazlar tespit edilir ve
tanimlanan bu bazlarin sayisi okuma uzunlugu olarak tanimlanir. Yeniden birlestirme asamasinda
biyoenformatik yazilimlar kullanilarak orjinal genom dizisine uygun olarak tanimlanan bazlarin bitisik
olarak monte edilmesi ve ortiismesi saglanir [9].

Ugiincii nesil DNA dizileme yani tek-zincir molekiil dizileme (SMS; Single-Molecule Sequencing)
teknolojisi 3 farkl kategoride ele alinir.

1. DNA Polimeraz kullanilarak, DNA’nin tek ipligini kullanarak yapilan sentezleme (SBS;
Sequencing by synthesis/Sentez yoluyla dizileme teknolojisi).

2. Sentezlenecek olan DNA molekiillerinin nano gozenekler etrafinda konumlanmasi, pozisyonu ve
nano gozeneklerden gecerken bu bazlarin tanimlanmasi, tespit edilmesi. (Nanopore-
Sequencing/Nano-Gozenek-Dizileme Teknolojisi).

3. Dogrudan goriintiileme teknikleri ile nano gézeneklerden gegen DNA molekiillerinin (bazlarin)
gorintillenmesi.

Bu teknolojilerin her biri DNA dizileme i¢in yeni yaklasimlar sunarken ayni zamanda o0zel
uygulamalariyla ilgili avantaj ve dezavantajlara sahiptir [9].
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Tablo 1. DNA dizileme teknolojileri arasindaki farklar [9]
1. Nesil 2. Nesil 3. Nesil
Gerekli Sentez yoluyla Sentez yoluyla Sentez yoluyla dizileme
Teknoloji dizileme (SBS) dizileme (SBS), (SBS) ya da direkt olarak
Yikama ve tarama | DNA molekiiliine fiziksel

miidahale

Kullanilan DNA’nin DNA’nin DNA’nin tek zinciri

kalip DNA parcalara ayrilmis | pargalara ayrilmis

kopyalari kopyalari

Okuma Yiiksek oran Yiiksek oran Yiiksek oran

Dogrulugu

Okuma 800-1000 baz ¢ifti | Kisa (Sanger 1000 baz cifti ve daha

Uzunlugu metoduna gore) fazlasi

Verim Diisiik Yiiksek Yiiksek

Maliyet Yiiksek Yiiksek Diisiik

RNA cDNA kullanarak | cDNA kullanarak | cDNA kullanarak ya da

Dizileme direkt olarak RNA
molekiilii

Zaman Saatler Giinler Dakikalar

Ornek Kismen karmagsik | Karmasik Teknolojisine gore basit-

Hazirlama PCR’a gerek yok | PCR’a gerek var karmasik

Sekli PCR’a gerek yok

3.1 Ugiincii nesil DNA dizileme teknolojileri i¢in gelistirilen teknolojik yaklagimlar

3.1.1  Tekiplikli DNA molekiiliiniin Real Time sekansi
3. nesil DNA dizileme teknolojileri i¢in gelistirilen ilk yaklasim, Pasifik Biosciences tarafindan
gergeklestirilen, tek iplikli DNA molekiiliinin Real Time (SMRT) sekanslama yontemi ile
sentezlemesidir. Pasifik Biosciences'in gelistirmis oldugu tek iplikli DNA molekiiliinin Real Time
(SMRT) ile dizileme yaklasimi DNA polimeraz enziminin hiz ve iiretim kapasitesine dogrudan etki
ederek 2. nesil DNA dizileme teknolojilerinin bir¢ok eksigini tamamlamistir.
Fakat yine de Real Time ile yapilan DNA sentezinin direkt gézlemini etkinlestirmek igin iistesinden
gelinmesi gereken iki 6nemli engel vardir:

1. Kalip DNA sablonuna gore ilgili bazin birlestirilmesinde dogru bazin eklenmesi i¢in ihtiyag
duyulan sinyal-esik degerinin asilmasi esnasindaki gézlemlenebilir seviyenin enzim kontrolii
altinda sinirlandirilabilmesi,

2. Sentez iglemi esnasinda niikleotitlerin kalip DNA’ya gore dogru sirayla sentezlenmesini
saglamak amaciyla niikleotitlerin etiketlenmesinde kullanilan niikleotit boyalarinin birlestirme
esnasinda ayrilirken yaydiklari iginlar sinirlandirilan seviyede kalmayabilir ve sinyal esik degeri
seviyesini bozabilir.

DNA sentezi boyunca biiyiik bir niikleotit havuzundan niikleotitlerin tek tek alinarak dogru siraya gore
birlestirilmesi ve karsilagilan bu iki problemin ¢o6ziilebilmesi igin, sifir mod dalga (Zero mode
waveguides/ZMW) teknolojisi gelistirilmistir. Sifir-mod dalga boyu (ZMW) teknolojisi, basit bir
mikrodalga firinin kapagindaki koruyucu ekraninin (tabaka) var olma prensibinde ¢alismaktadir. Bu
ekran, mikrodalgalarin dalga boyundan ¢ok daha kiigiik olan porlara sahiptir. Bu porlar, sahip olduklar
boyutlar sayesinde ¢ok daha uzun dalga boylarini gegirmeyerek ekrana niifuz etmesini dnlemektedir.
Boylece cesitli dalga boylarina sahip iginlarin hepsinin degil istenilen dalga boyuna sahip isinlarin
gecmesi saglanir. Ancak daha kisa dalga boylu 1sinlar bu porlardan gegerek ekrana ulasabilmektedir.
T1ipk1 mikro dalga firinda yemek piserken cesitli dalga boylarindaki biitiin 1s1nlarin degil sadece yemegin
pistigini anlayabildigimiz ve gorebildigimiz dalga boyundaki 1sinlarin gectigi gibi. ZMW teknolojisi de
DNA sekanslama i¢in benzer sekilde dizayn edilmistir. ZMW porlar1 cam tabaka iizerine monte edilmis
100 nm’lik metal filmden yapilmis, nanometre seviyesinde caplar1 olan porlardir. ZMW’nin kii¢iik
boyutlu olmasi, yaklasik olarak 600 nm. dalga boyuna sahip goriilebilen lazer 1ginlarinin ZMW boyunca
ilerlemesini, igeri girmesini engeller. Ama buna ragmen girebilen 1sinlar ise ZMW teknolojisi sayesinde
katlanarak azalir. Bu yiizden sadece 30 nm’nin altindaki dalga boylarmin aydinlanabilmesi igin
ZMW nin i¢inde cam tabaka boyunca lazer 15in aydinlatmasi/isimasi yapilir. Bu 151ma sadece ZMW *nin
porlari igindeki etiketlenmis niikleotitleri etkilerken ZMW disindaki niikleotitleri etkilemez. Her bir
ZMW'de bir tek DNA polimeraz molekiilii, biyotin-streptavidin etkilesimini kullanilarak cam tabaka
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yiizeyine tutturulur. Farkli renklerde florefor adli boya ile etiketlenmis olan her bir niikleotit gerekli
konsantrasyonlarda ZMW nin iginde DNA dizisi {izerine dogru hareket eder. Mikro saniyeler iginde
meydana gelen bu yayilma hareketinde etiketlenmis olan niikleotitler DNA polimerazin etrafini sarar.
Dogru niikleotit DNA polimeraz tarafindan tanindifi zaman milisaniyelerde gerceklesen DNA zincir
uzamasi islemiyle birlestirilir. Birlestirme olaymi takiben sinyal aniden geri doner ve islem DNA
polimerazin saniyeler i¢inde birlestirme siireciyle tekrarlanir. ZMW teknolojisi bahsettigimiz ilk engeli
bu sekilde asabilmektedir. Ikinci engelin asilmasina gelindiginde ise biitiin 2. nesil DNA dizileme
teknolojilerinde bu tip niikleotit etiketleyici boyalar direkt olarak baza baglanmaktadir. Niikleotit
boyalarinin biyiikligii ve birlestirme esnasinda ayrilirken yaydiklari 1isinlar DNA polimeraz aktivitesini
etkilemektedir. Fakat 3. nesil DNA dizileme teknolojileri iizerine gelistirilen tek iplikli DNA
molekiiliiniin Real Time (SMRT) ile sekans yaklagiminda, niikleotit etiketleyici boyalar bazlarin aksine
fosfat zincirlerine baglanmaktadir. Dogal bir siire¢ igerisinde etiketlenmis niikleotit DNA zincirine
baglandiginda etiketleyici bu boyalar, DNA polimeraz tarafindan fosfat zincirinden ayrilir. Ayrilan bu
boyalar difiizyona ugrayarak herhangi bir etki yaratmadan ortamdan uzaklastirihirlar. Béylece etiketleyici
boyalardan kaynaklanan sorun da ortadan kalkmis olur. Tek iplikli DNA molekiiliiniin Real Time
(SMRT) ile sekans yaklagiminda, bazi ekipmanlara, primerlere, reaktiflere ihtiya¢ duyulmasi ve bunlarin
yiiksek maliyeti, 6rnek hazirlamanin zor olmasi bu teknolojinin dezavantaji iken 2. nesil DNA dizileme
teknolojilerinde var olan yikama ve tarama asamalarinin olmamasi, harcanan zamani giin seviyesinden
dakikalara indirmesi bu teknolojinin avantajlarindandir. Ek olarak pek ¢ok 2. nesil DNA dizileme
teknolojilerinin temelini olusturan klasik PCR ¢aligmalarina ihtiyag duyulmamasi da bu teknolojinin
avantajlarindandir [9, 14-16].

3.1.2 Floresan rezonans enerji aktarimimi (FRET) kullanan Real-Time DNA sekanslama
yaklasimi
Visigen biyoteknoloji sistemleri, DNA polimerazin florefor boyalariyla etiketlenmis niikleotitlerin
yaydig1 floresan rezonans enerji aktarim (FRET) sinyallerini tanimasi {izerine yenilik¢i yaklagimlara
sunmustur. Niikleotitlerin birlestirilmesinden sonra niikleotitler tizerindeki florefor etiletler ayrilir. Bu
tiir bir yaklagim Helicos teknolojisi lizerinde bir iyilesme olarak kabul edilebilir ve saniyede milyonlarca
bazi tagima potansiyeline sahip yiiksek teknolojiler i¢cin imkan verebilmektedir. Fakat suan i¢in bunun
6l¢iimii cok zordur. Uygulanabilirligini gosteren bilimsel bir ¢aligma ve yayin heniiz bulunmamaktadir

[9].

3.1.3 Elektron mikroskopu (TEM)’na dayali DNA sekanslama yaklagimi

Halcyon Molekiiler; DNA ipligindeki niikleotitlerin kimyasal yapilarina bakilarak tek tek taninmasi ve
direkt goriintiilenmesi yoniinde elektron mikroskopunu kullanan ilk yaklasimin sahibidir. Halcyon
Molekiiler, TEM teknolojisinin Gtesinde direkt olarak elektron mikroskobu kullanarak goriintiilenen
DNA dizisindeki niikleotitlerin fonksiyonel igneler kullanilarak tek tek bir substrat tizerine tutturulmasi
yoniinde destekleyici teknolojiler gelistirmistir. Ancak simdiye kadar bu teknolojinin kullanildigi
herhangi bir ¢alisma ya da yayin bulunmamaktadir. Fakat bu dngoriiniin basarili olmasi halinde ¢ok daha
uzun okuma zincirlerini ¢ok daha az maliyetle elde etmek miimkiin olacaktir.

ZS Genetics’in yaklagimina gore, DNA dizisindeki etiketlenmis tek bir niikleotit, yiiksek ¢oziinrliklii
(<angstrom) elektron mikroskopu yardimryla diger etiketlenmis niikleotitlere gére boyut ve yogunluk
farkina dayali olarak taninarak belirlenir. ZS Genetics 1.7 milyar oraninda baz igeren bir ¢aligmada
giinliik 10.000-20.000 bazin okunabilecegini 6ngérmektedir. On goriilen bu 3. nesil dizileme teknolojisi
de diger 3. nesil teknolojiler gibi daha az maliyetle cok daha fazla okuma zincirlerini elde etmeyi
amaglamaktadir. Fakat hentiz bu teknolojinin uygulanabilirligine dair herhangi bir ¢alisma ve yayin
bulunmamaktadir [9, 17].

3.1.4 Taramah-elektron mikroskopu (STM/SEM)’na dayali DNA sekanslama yaklasim

Reveo; IBM’nin DNA transistor yaklagimiyla baglantili olarak gelistirdigi teknolojide DNA iletken bir
yiizey tizerine yerlestirilir ve taramali elektron mikroskop uglar1 ve buna bagl olarak tiinel akim 6lgimii
kullanilarak bazlar belirlenir. STM’nin uglari bigak agz1 seklindedir ve nano 6l¢ekli boyutlara sahiptir.
Bu teknolojinin uygulanmasindaki hedef DNA molekiiliinii gererek ve sinirlandirarak tiinel akim 6lgiimii
sayesinde niikleotitlerin taninmasidir. Bu 3. nesil dizileme teknolojisi de diger 3. nesil teknolojiler gibi
daha az maliyetle ¢ok daha fazla okuma zincirlerini ¢ok daha hizli olarak elde etmeyi amaclamaktadir.
Ayrica bu teknoloji niikleotitlerin etiketlenmesi olayini da ortadan kaldirmaktadir. Fakat 6ngoriilen bu
teknolojinin uygulanabilirligine dair herhangi bir ¢alisma ve yayin bulunmamaktadir [9, 18].
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3.1.5 Nanopor teknolojisi ile DNA sekanslama

Pek ¢ok nanapor dizileme teknolojisi, DNA molekiiliiniin ya da niikleotitlerin bir pordan ge¢mesi ve
niikkleotitlerin bu gec¢is esnasindaki elektrik akimi ve optik sinyal alicilart izerine etkisinin
gozlemlenmesi sayesinde bazlarin belirlenmesi esasina dayanir. Bu teknoloji tek zincirli DNA
molekiiliinii kullandig i¢in ¢ok ¢ok az miktarlarda bile ¢ok daha hizli ¢alisma potansiyeline sahiptir.
Hem miihendislik sonucu elde edilmis proteinler kullanilarak imal edilmis hem de tamamiyla sentetik
olarak imal edilen nanoporlar, siirekli gelistirilmekte olup her gegen giin teknolojik sevileri artmaktadir.
Ozellikle de matrix destekli cok ince yapili nanoporlar ve karbon yapili nanotiipler, bu teknolojiye birer
Ornektir [19-21].

3.1.6 Tek zincirli DNA molekiiliiniin dogrudan elektriksel algilanmasi

Oxford Nanopor, DNA sekanslama i¢in ii¢ dogal biyolojik molekiile dayanarak ¢aligan bir sistem
gelistirmis ve bu sistemi ticari hale getirmistir. Biyolojik nanoporlar modifiye edilmis &-hemolizinden
yapilmig dis yiizeyinde ekzoniikleaz aktivitesine sahip yapilardir. Bir sentetik siklodekstrin sensor
molekiili de kovalent bag ile porun i¢ yiizeyine baglanmistir. Bu sistem DNA’nin yiiklendigi ve
ekzoniikleaz aktivitesinin oldugu tarafta tuz konsantrasyonundaki degisim sayesinde elektrik akiminin
gectigi bir lipid tabakasi igermektedir. Ekzoniikleaz aktivitesi ile niikleotitler tek tek ayrilir. Bu
niikleotitlerin ayrilmasi; pordan gecerken niikleotitlerin iyonik 6zellikleri ve karakteristik yapilarina gore
olur. Ayrilan bu niikleotitler de tek tek tanimlanir. Yiiksek sicaklikta bu sistemde dogal lipit tabakalarini
kullanarak bu islemlerin gerceklesmesi ve giivenilir verimliligin alinmasi zor olabilir. Fakat sentetik
membranlar ve transistorlu nanoporlar gelistirilirse bu sorun agilabilir. Diger 3. nesil DNA dizileme
teknolojilerinde de oldugu gibi bu teknolojide de uzun okuma zincirleri, diisiik maliyetle yiksek
okunabilirlik ve teknolojinin optik aksamlarin kontroliinde degil elektronigin kontroliinde olmasi
avantajlarindandir [22-24].

3.1.7 MspA’h nanopor teknolojisi ile DNA sekanslama

Bu yaklagim tam DNA iizerinde biyolojik nanopor teknolojisini kullanmay1 amaglamaktadir. Oxford
Nanopor teknolojilerinden farkli olarak Mycobacterium smegmatis adli bakteriden elde edilen ve daha
kisa blokaj bolgesine sahip Mycobacterium smegmatis Porin A (MspA) proteini, alfa hemolisin
porlarindaki eksenel ¢oziiniirlik siirlamasini bloke ederek DNA molekiiliiniin ayrilmadan daha fazla
coztniirliikte bu porlardan gegmesini saglamakta ve bu gegis esnasinda da DNA molekiiliiniin etkileri
6lgtilmektedir. Mycobacterium smegmatis Porin A (MspA) protein yapili porlardan tek iplikli DNA
molekiilii tanitilan ¢ift iplikli DNA molekiiliine gore, yavasca gegerken igerdigi bazlarin tanimlanmasi
yapilmaktadir. Bu teknolojide tek iplikli DN A molekiiliiniin dogrudan olgiiliiyor olabilmesi etkileyici bir
avantaji iken porlardan gegis esnasinda tamamlayict bilgi olarak ¢ift iplikli DNA’ya ihtiyag duyuyor
olmasi bu teknolojinin agsmas gereken engellerden biridir. Bu engel asildig: takdirde, laboratuvarlarda
en ¢ok kullanilan yontemin bu olacagi da 6ngorilmektedir [25].

3.1.8 Optik okumali nanopor teknolojisi ile DNA sekanslama

Nanopor teknolojisindeki en 6nemli zorluklardan biri ¢ok sayidaki nanoporun es zamanli olarak
okunmasi ve goriintilenmesidir. Bu zorlugu asmak icin ¢ok sayidaki nanoporlarmn es zamanli
islenebilmesini saglayan multipor optik okuma sistemi gelistirilmistir. Bu yaklagimda ilk olarak 4 farkl
baz arasindaki kontrast, DNA igerisindeki her bir bazin kendine 6zgii karakter yapisini almasi igin
biyokimyasal bir siire¢ ile artirthir. Daha sonra iki farkli floresan etiketli molekiiler isaret¢iler DNA
i¢indeki bu bazlara baglanir. Bu igaret¢iler DN A molekiilerinin nanoporlardan gegisi esnasinda ayrilir ve
ayrilirken florefor iginlar yayarlar. Yayilan bu 1sinlar ige yansimali floresan mikroskop yardimiyla
yiiksek ¢oziiniirliklii CCD (Charge Coupled Device) kamera sitemi ile belirlenir. Kesin, dogru ve uzun
okuma zincirlerinin elde edilmesi ve disiik maliyetle yiiksek okunabilirlikte olmasi bu teknolojinin
avantajlaridir. Fakat siire¢ icindeki biyokimyasal olaylar bu teknolojinin dezavantajini olusturmaktadir
[9, 26].

3.1.9 Transistor aracth DNA sekanslama

IBM, tek zincirli DNA molekiilindeki bazlarin electronik olarak taninmasina olanak saglayan, nano
yapilt dizileme cihazini gelistirmistir. Nano yapilarin nanometre biiyiikliigiinde gézenekleri vardir. Bu
gozeneklerin ylizeyleri metal ve yalitkan materyalden yapilmis eksensel tabakali alternatif tabakalardan
olugmaktadir. Tek iplikli DNA molekiilii transistoriin elektrotlari tarafindan kontrol edilen gézeneklerden
gecerken monitorize edilir. Hizli yapilmasi, uzun okuma zincirlerinin olusumu, diisiik maliyetli olmas1
bu teknolojinin avantajlarindandir. Bu teknolojide okuma uzunlugu transistor basina saniyede 500 milyar
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baz olarak hesaplanmis ve bu uzunlukta okumanin gergeklesmesi dngdriilmektedir. Diger bazi 3. Nesil
DNA dizileme teknolojilerinde de oldugu gibi siire¢ igerisinde tanima islemi i¢in etiketleme iglemi
yapilmiyor olmasi herhangi bir optik materyale ihtiya¢ duyulmamasi ve ¢ok daha diigiik maliyetlere
yapiliyor olmasi da bu teknolojinin avantajlarini olusturmaktadir [27-29].

4. Sonug

Ugiincii nesil DNA dizilime teknolojisinin gelistirilen teknolojik yaklasimlar sayesinde kamitlanabilir ve
uygulanabilir oldugunu ayrica ikinci nesil DNA dizileme teknolojisi iizerine ¢ok daha fazla yenilikler ve
kolayliklar getirdigini syleyebiliriz.

Ugiincii nesil DNA dizileme teknolojisi sayesinde yapilan arastirmalar sonucunda calisilan &rnek
hakkinda ¢ok daha fazla bilgi elde edilmis bunun sonucu olarak da karmasik canlilar hakkinda daha fazla
bilgi sahibi olunmustur. Elde edilen bilgiler bu canlilarla ilgili hastaliklar hakkinda da bilgi edinilmesini
saglamistir.

Ikinci nesil DNA dizileme teknolojileri, DNA dizileme konusunda insanogluna ¢ok fazla bilgiler sunmus
ve bunlara bagh olarak da dizileme konusunda yeni teknolojilerin gelismesine olanak saglamistir.
Ozellikle saglik konusunda karsilasilan hastaliklara yonelik yiiriitiilen calismalarda ikinci nesil DNA
dizileme teknolojileri fazlasiyla ilerlemeler kaydetmistir. Ornegin, tiimérlii dokularda olasi meydana
gelen varyasyonlarin tespiti ve farkli kanser tiplerinin ortaya ¢ikarilmasinda biiyiik faydalar saglamistir.
Biitiin bu uygulanabilirlik ve faydalarina ragmen ikinci nesil DNA dizileme teknolojilerinin yerine neden
ficiincii nesil DNA dizileme teknolojisine ihtiyag vardir ya da nigin bu teknoloji icat edilmistir. Iste bunun
cevab1 yine teknoloji ile agiklanabilmektedir. Hizla gelisen teknolojiye paralel olarak gelistirilen ii¢lincii
nesil DNA dizileme teknolojileri, ikinci nesil DNA dizilime teknolojilerinin yaptigt her seyi ayni sekilde
yapabilmektedir. Fakat iigiincii nesil DNA dizileme teknolojisi herhangi bir canliya ait biitiin bir genomu
bir giinden daha az bir siirede ¢ok daha az maliyetle, tam, dogru ve daha uzun okuma zincirleri
olusturarak dizileme kapasitesine sahiptir.

Ugiincii nesil DNA dizileme teknolojisi ve diger teknolojiler sayesinde canlilar hakkinda &zellikle de
insanlar konusunda daha fazla bilgiler daha kisa siirede daha dogru ve net bir sekilde elde edilecek ve bu
bilgiler dogrultusunda karsilasilan hastaliklarin cogunun tedavisi cok daha kolay bir seklide yapilacaktir.
Ozellikle ilag ve as1 teknolojilerinde artik kisiye dzel ilaglar ve asilar kisinin kendi genomuna gore
iiretilebilecegi icin ¢ok daha kisa siirede tedavi gozlenebilecektir. Ayni sekilde hastaliklardan korunma
yolunda da kisinin daha dnceden belirlenen genomuna uygun ilag ve asilarla koruma tedavileri verilecek
ve bunun dogrultusunda hastalanma diye bir sey kalmayacaktir. Kisacasi, ileri yagsam bilimleri ve
teknolojinin kullanildig her alanda bu teknolojilerden faydalanmak miimkiin olacaktir.
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