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Ikinci nesil dizileme olarak tanimlanir.

Toplu olarak paralel veya derin dizileme, genomik
arastirmalarda devrim yaratan bir DNA dizileme
teknolojisini tanimlayan ilgili terimlerdir.

Prensip olarak Sanger dizileme gibi kapiller elektroforezi
uygulanir.

Genomik DNA parcalara ayrilir ve her bir pargcadaki
bazlar, parcalar kalip DNA zincirine baglandiginda
yayilan sinyallerle tanimlanir.

Sanger dizilemeden farklari:

—Ayn| anda ¢ok miktarda paralel

—Mikroolcek; reaksiyonlarin ¢ip uzerinde yapilmasi
—Hizli, (reaksiyonlar paralel yapildigi igin)

—Dusuk maliyetli; genom dizileme daha ucuza mal edilir
—Daha kisa okuma parcalari, 50-700 bg
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 Uc temel asamada gergeklestirilir: op—

— Kutuphane hazirlama: DNA"ag{nLemaﬁm
« Kutuphane olusturmak igin e e e e,
DNA once rastgele parcalara .- tﬂv t
ayrilir, ardindan 6zel 0.000.00 0.0
baglayicilar (custom linker) ile O OﬂO Q
bag I a n | r Transform bacteria, grow, isolate vector DNA
— Amplifikasyon (Gogaltma): COC%J:CO:CO@
* Kutuphane klonal 1
amplifikasyon metotlari ve Sedieice e llbey
PCR ile cogaltilir. - - 9"3'- - Q-
— D|Z||eme Assemble contiguous fragments
T T oo Tamw TiuRda =

« Farkl yontemler uygulanir
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Yuksek verimli dizilemede shotgun dizileme stratejisi
kullaniimistir.

Genom, farkli restriksiyon endonukleazlarla, cok
saylda birbiri uzerine cakisan kucuk parcalara
ayrilir.

Bu fragmentlerin her biri klonlanir ve sekansi
cikarilir.

Daha sonra dizisi belirlenen her bir fragmentin birbiri
Uzerine ¢akisan noktalari bilgisayar tarafindan tespit
edilir.

Sonugcta dizinin tamamini olusturan dogrusal DNA
Ipliginin sekansi ortaya c¢ikariimis olur.



Cakismalar

“ . eslestirilerek
sekans bir araya
— getirilir
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Shotgun @ BAC dizisi
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klonlar
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Draft dizi
~1kbg senrssvsnonon reovsnsesnsnst rovonon

BAC ortismeleri genom dizisini verir



Shidun diziianalizi

* Fragmentleri bir araya getirmek i¢in cesitli stratejiler
tasarlanmistir:
— Kromozom yurumesi (chromosome walking)
— Restriksiyon enzim fingerprinting
— Tekrarh (repetitive) DNA fingerprinting
— STS haritalama

« Bu stratejilerin hepsinin temelinde, birbiri uzerine
cakisan dizilere sahip fragmentlerin arka arkaya
dizilmesi yatmaktadir.

« Dolayisiyla, “restriksiyon enzim fingerprinting”, en
sik basvurulan ve pratikte uygulanabilirligi en yuksek
olan stratejidir.



« Esas olarak iki sekilde gerceklesir:
— Hibridizasyon ile dizileme
« SOLID
— Sentezle dizileme
» 454/pirosekanslama
* [llumina/Solexa



A Sanger || B Pyrosequencing
Target: F-AOCTGATTORAGGACT -5
Frimer: 5 THGACE Polymerase
TGGACT 5
TEGACTA
Ewm: dNTF
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1980 lerde orjinali gelistiriimistir.

Sekanslanmasi istenen DNANIn etiketlenmis
parcalarina hibridize olmus filtrelerdeki bilinen dizili
DNA oligonukleotitlerinin kullanimiyla
gerceklestirilmistir.

Tekrar tekrar hibridizasyon, istenmeyen
melezlenmemis DNA nin yikanmasi seklindeki
basamaklar sonrasinda hibridize olmus eiketli DNA
parcalarinin filtredeki DNA problarinin sekansi ile
eslesip eslesmedigini belirlemek mumkundur.
Boylece, prob hibridizasyon noktalarindan Ust Uste
binen bilgilere dayanarak daha buyuk bitisik dizi
bilgisi olusturmak mumkun olmustur.



n“b'!'](” asyon 1le dizileme:

SOLlD «Oligo Ligasyon Tespiti ile dizileme nin
Kisaltiimigidir.

Bu sistemin temeli, bir prod dizisinin bir DNA parcasina
hibrizide olan bir florofora baglanmasi ve goruntuleme
icin yakin bir nukleotide ligasyonla yapismasidir.

1 mikronluk kuguk manyetik boncuklarla emPCR
gerceklestirilir.

Bu teknikte, komplementer DNA zincirinde tum olasi
varyasyonlarini iceren 8 bazlik oligonukleotidleri kullanir,
bu oligolarin 4. ve 5. bazlari spesifik bir floresan
Isaretleyici ile etikeltlenmistir.

Sonrasinda, baglanan oktamer 5. bazdan sonra kesilir,
floresan |§aret uzaklastirirlir ve bir sonraki ligasyon
dongusu baslar. llk dongude, 4-5, 9-10, 14-15
pozisyonlarindaki bazlar, ikinci dongude 3-4, 8-9, 13-14
VS. pozisyonundaki bazlar tespit edilmis olur.



C Solid-phase termplate walking

(Z0LID Wildfire (Thermo Fisher))
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Template binding
Free DMA temiplates hybridios
to bound primers and the

senond strand iz amplified

Templates regenesration
Bound template is amplified
to regensrates free DNA
tem plates

Primer walking
dsD'MA is partially denatured,
allewing the fres end to

hybridize to & nearby primer

Cluster generation

After several cyoles of
amplification, clusters on a
patterned flow cell are

generated
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Zle dizileme

Cogu SBS teknolojisi, sekanslanacak ayri ayri DNA
molekullerinin milyonlarca ayri kuyuya veya odaya
dagitildigi veya kati bir substrat uzerindeki belirli
yerlere baglandigi bir yontem kullanir.

PCR ile ya da «donen halka» amplifikasyon
metoduyla cogaltilan DNA molekulleri DNA sentez
reaksiyonlarina tabi tutulur.

Sentez reaksiyonlarinda etiketlenmis nukleotidler ya
da ozel bir nukleotidin katilimina dayali kimyasal
reaksiyonlar goruntulenebilir veya baska sekilde
tespit edilebllir.

Sekanslama verimlilige bagl olarak birkag saat ya
da gun surebilir.



Suan kullaniimayan bir yontem olup ikinci nesil NGS lerden ilk
orneklerinden biridir.

400-700 bg¢ uzunlugundaki her bir DNA parcasi adaptorlere
(boncuklar) baglanir ve emulsiyon PCR reaksiyonu ile
cogaltilir.

Boncuklardaki DNA dizileri adaptorlerdeki dizilere
komplementerdir, bu ise DNA parcalarinin dogrudan
boncuklara, her boncukta ideal olarak bir DNA parcasi
bulunacak sekilde, baglanmasina imkan verir.

DNA sentezi ve ardindan DNA sentez reaksiyonlarinin
kimyasal tespiti pirofosfat saliniminin olguldtgu pikolitre olcekli
bir bolmede meydana gelir.

Bu bolmelerin sirasiyla dort nukleotidden birini iceren reaksiyon
ajaniyla ardarda yikanmasi sonucunda dogru nukleotid
sentezlenen zincire eklenir, 1ISIk meydana getiren bir reaksiyon
ile pirofosfat salinimi olguldr.

Isigin yogunlugu ayni nukleotidin ¢ok tekrari oldugu
durumlarda zorluk meydana getirir.



Lvimsedizleme

DNA nin

sonication or
digestive enzyme

parcalan T e,
masi ve
adaptorler s e .
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ligation of two fragments can occur

dimerization cannot occur



« Emulsiyon PCR: emulsiyon yagi, boncuklar, PCR
karisimi, kutuphane DNA karistirilir ve bir

emulsiyon olusturulur.
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1.Adaptér bagl ssDNA hazirligi (A-DNA-B) 2. EmPCR: Boncuklar iizerinde klonal

amplifikasyon, zenginlestirme
{-]-]

3.Boncuklarin ve enzimleri PicoTiter

Laght + owy luciferin

plaklara yiiklenmeleri 4 454 Sekans cihazinda sentez ile
dizileme

454 Roche Pyrosequencing



a 454 pyrosequencing
Roche) »

Light and axyluciferin

Pyrosequencing
&5 & base is incorporated, the release of an inorganio
pyrophosphate triggers an enzyme cascade, resultingiin light

Simgle nuclectide addition

Only one dNTP species is present during
each cyole; multiple idertical dMTFs can be
inconporated during a cycle, increasing
emitted light

P P
M Cycle 1




Bu teknoloji nukleotid dizisini semi-konduktor bir gipte
dijital bir bilgiye donusturur. DNA sentezi reaksiyonunda,
uzayan DNA zincirinde dogru nukleotid eklendiginde bir
H iyonu salinir.

Bu degisim solusyonun pH sini degistirir, iyon sensoru
tarafindan bir voltaj degisimi olarak kaydedilir.

Eger nukleotid eklenmezse voltaj degisimi olmaz.

Bir seferde 4 nukleotitten sadece birini iceren
sekanslama ajanlari ile bir "sekanslama odasinin-
cemberinin” sirayla sulandiriimasi ve yikanmasiyla,
uygun nukleotit dahil edildiginde voltaj degisiklikleri
meydana gelir.

Iki yan yana nikleotid ayni niikleotid seklinde zincire
dahil olursa iki H salinir ve voltaj ikiye katlanir.

Ayni nukleotitin buyuk homopolimer dizilerinin fark
edilmesi bazen zordur.



(@OINBIORRENT, sentezle

TRACAGTA

Single nucl=otide addition
Cinby one dNTF species is
present duwring esch oycle;
several identical dMTPs can be
incorporated during a oycle,
increasing the emitted ions

Semiconductor segquencing

#z & baze iz incorporated, a single
H™ ion iz released, which iz detected
by a CMOSHSFET sensor




Ikinci nesil sekanslama alanindaki en 6nemli oyuncu, ilk olarak Solexa ve
Lynx Therapeutics tarafindan gelistirilen teknolojiyi kullanan lllumina'dir.

lllumina dizilimi, “koprt amplifikasyonu” olarak bilinen bir teknige
dayanmaktadir, burada her bir uca ligatlanmis uygun adaptorlere sahip
DNA molekdulleri (yaklasik 500 bp), tamamlayici oligonukleotid dizileri
iceren kati bir destek (cam slayt) uzerinde tekrarlanan amplifikasyon
sentezi reaksiyonlari igin substratlar olarak kullantlir.

Slayt Uzerindeki oligonukleotidler, daha sonra tekrarlanan amplifikasyon
turlarina tabi tutulan DNA'nin, her bir oligonukleotid fragmaninin yaklasik
1000 kopyasindan olusan klonal "kimeler" olusturacagi sekilde aralikhdir.

Her cam slayt milyonlarca paralel kime reaksiyonunu destekleyebilir.
Sentez reaksiyonlari sirasinda, her biri farkl bir floresan etiketine sahip
dort bazin her birine karsilik gelen tescilli modifiye edilmis nukleotitler
dahil edilir ve daha sonra tespit edilir.

Nukleotidler ayrica her reaksiyon igin bir sonraki sentez turu tespit
edildikten sonra engellenmeyen sentez sonlandiricilari olarak iglev gorur.
Reaksiyonlar 300 veya daha fazla tur boyunca tekrarlanir.

Floresan algilama kullanimi, kamera tabanli goruntlemenin aksine,
dogrudan goruntileme nedeniyle algilama hizini artirir.



Zledizileme: illumin&

* Farkh lllumina dizileme cihazlari, MiniSeq, MiSeq,
NextSeq, NovaSeq ve HiSeq modelleri de dahil
olmak uzere cesitli seviyelerde verim saglar.
MiniSeq, 2X150bp okumalarda bir run da
(calistirmada) 25 milyon okuma ile 7,5 Gb veri
saglar. MiSeq, 15 GDb'lik ¢ikti icin 2X 300 bp okuma
lle 25 milyon okuma yapabilir. NextSeq, 2 X150 bp
okuma uzunlugunda 400 milyon okumayla 120 Gb
veri saglayabillir.

» [llumina dizilemede bir kiimenin bireysel érnekleri
arasinda dizileme reaksiyonlarindaki
senkronizasyon sorunu soz konusu olabilir.



b Solid-phase bridge amplification

ina) a Mumi

Template binding

Fres tamplates hybridize BE=

'n-.nlh slide-bownd adapters k ’
Bridge amplification Cluster generation
Ciztal #nds of hybridized templates Affter several rounds of
interact with nearby primers whers amplification, 100200 million
amplification can take place olonal clusters are formed

Hucleotide addition

Flucrophore-labelizd, terminally blocked
nucleotides hybridize to complementary
base. Esch cluster on a slide can
incorporate a different baze.

Patternad flow cell
Microwells on flow oell
direot cluster generation,
increasing oluster density

Imaging

Hlides are imaged with either two or
four laser channels. Each cluster
emits & colour coresponding to the
biase incorporated during this cyole.

HO HO HO

Cleavage

Fluworophaores are cleaved and washed
from flow cells and the 3'-0H group
iz reganersted. A new oyche bagins
with the addition of new nuclsotides.



PacBio
Heliscope

Ikinci nesil dizileme ydntemlerinin aksine, G¢Unci
nesil dizileme yontemleri uzun DNA (ve RNA)
molekullerini sekanslamayi amaclamaktadir.



« Bu alandaki mevcut ticari teknoloji lideri, iki sirali
sistem, orijinal RSII modeli ve son zamanlarda

Sequel ™ 'j ticarilestiren Pacific Biosciences
(PacBio)' dur.

« SMRT (Singe Molecule Real Time) sekansi olarak
da adlandirilan PacBio sekanslama, cok uzun
fragmanlarin 30-50 kb veya daha uzun bir sekansta
sekanslanmasini saglar. SMRT yontemi, dizilenecek
DNA nin bir DNA polimeraz ile bir SMRT akis
hucresindeki bir kuyunun (sifir modlu dalga kilavuzu
(ZMW)) altina baglanmasini icerir. Bir ZMW, 1s1k
enerjisini, aydinlatici 1sigin dalga boyuna gore
boyutlari kuguk bir alana yonlendiren kuguk bir
bolmedir.



3o

ZMW tasarimi ve kullanilan isigin dalga boyu nedeniyle,
goruntuleme sadece ZMW'nin dibinde gerceklesir, burada
DNA'ya bagli DNA polimeraz her bazi uzayan zincire ekler.

Dort nukleotid, diferansiyel algilama icin farkli fosfo-bagl
floroforlarla etiketlenmistir.

Buyuyen zincire bir nukleotid dahil edildiginde, goruntuleme
milisaniye zaman olgeginde gerceklesir.

Eklemeden sonra, fosfat bagl floresan eklenti salinir, ZMW'nin
tabanindan “uzaklasir” ve artik tespit edilemez.

Ardindan, bir sonraki nukleotit eklenir.

Gorunttleme, nukleotid katilim orani ile zamanlanir, boylece
her baz, buyluyen DNA zincirine dahil edildiginde tanimlanir.

Bu islemler eszamanli olarak SMRT hucreleri icinde tek bir
yonga uzerinde bulunan bir milyon zeptolitre ZMW'de paralel
olarak gerceklesir.



Pacific Biosciences

SMREThell template
T hairpin sdapters
allow continuous

circular sequencing

ZMW wells @\
Gites whers

SEqUencing

takes place

Labelled nucleotides

Al fouwr dNTPs are
|a b lmd and svailabls
for incorporation

Modified polymerase
Az a nuoleotide iz
incorporated by the
polymerase, a camens
records the smitted light

PacBio cutput

A camers records the changing
colours from all ZMWs; each
colour change corresponds to

o bz

Intensity s




JEUIICU Nesil dizileme-
rial] |

* Helicos ™ Tek Molekul Sekanslama (SMS),
hucresel nukleik asitlerin dogrudan sekanslanmasi
yoluyla, hem dogru kantitasyon hem de sekans
bilgileri saglayarak, genom biyolojisinin essiz bir
gorunumunu saglar.

 Numune hazirlama, ligasyon veya PCR
amplifikasyonu gerektirmez, diger teknolojilerde
gozlemlenen GC iceriginden ve boyut sapmasindan
kacinir.

 DNA basitce kesilir, poli A ile kuyruklanir ve
milyarlarca molekulun paralel olarak sentezlenmesi
icin oligo-dT iceren bir akis hlcresi yuzeyine
hibritlenir.



Sekanslama icin hedeflenen DNA molekulleri, tek kullanimlik
cam akis hucreleri Uzerinde yerinde hibridize edilir.

Numuneler, sicakhgin optimal hibridizasyon icin ayarlanabildigi
Helicos Sample Loader kullanilarak akig hicrelerine yuklenir.

Akis hucreleri (25 kanalli) uygun sekilde yerlestirildikten sonra,
sentez ve goruntuleme yoluyla sekanslama igin gerekli tum
reaktiflerle birlikte HeliScope ™ Sekanslama Sistemine
yerlestirilir.

Sekanslama Sisteminde, goruntuler Helicsope ™ Analiz
Motoru tarafindan gercek zamanli olarak igslenmesiyle gerektigi
kadar sekanslanma saglanir.

Analiz Motoru her fiziksel konumdan goruntuleri isler ve bu
goruntulerden dizi okumalari olusturur.

Islem tamamlandi§inda, gorintiler islenir ve zincir olusumu
tamamlanir; gerektiginde referans hizalama veya montaj igin
kullaniimak uzere veriler indirilir.
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ancu Nesil Dizileme-

4G platformlari, 3G'nin tek molekul dizilimini ve
nanopore teknolojisini entegre ederek hizli bir
sekilde gelismistir. Nanopor teknikleri, amplifikasyon
gerektirmeden sekanslama, tekrarlanan donguler
olmadan gergcek zamanli sekanslama ve sentezin
ortadan kaldiriimasiyla elde edilir ve bu nedenle 4G
sekanslama teknikleri olarak siniflandirilir.

Uzun DNA molekullerini kuguk capli “deliklerden”
gecirmek ve her bir nukleotit bagl bir dedektorden
gecerken farkl akimlari olgmek mumkundur. Teorik
olarak, nanopore iginden yuzlerce kb'den fazla DNA
gecirilebilir ve bircok kanalda, nispeten dusuk
maliyetle onlarca ila yuzlerce Gb dizisi elde edilebilir.



ancu Nesil Dizileme-

* DNA dizilemesi icin iki tip nanopore sistemi
gelistiriimektedir; biyolojik membran sistemleri ve
kati hal sensor teknolojisi.

— Biyolojik nanopore sekanslama, gozenekleri
uretmek icin bir lipit membrana gomulmus
transmembran proteinlerinin kullanimina
dayanir.

— Kati hal sensor teknolojisi, DNA veya RNA'nin
gecmesine izin veren nanometre boyutiu
gozeneklere sahip cesitli metal veya metal
alasimli substratlar kullanir.



Oxford Nanopore Teknolojileri (i.e. PromethlON) her bir nukleotit
detektorden gecerken karakteristik akim degisikliklerinin meydana geldigi
elektriksel olarak direncli bir polimer zarinda protein nanoporlari kullanir.

Uzun dsDNA molekdulleri ilk olarak phi29 polimeraz gibi islemsel bir
enzime baglanir.

Kompleks bir nanopore ile karsilastiginda, bir DNA ipligi nanopora girer ve
gozenek iginden translokasyon hizi DNA polimeraz sentezi ve
translokasyonu ile dizenlenir.

iglem_ci enzim, DNA'nin igcinden sdrekli ve iglemsel olarak
“percinlenmesini” saglar.

Bir nUkleotit gdzenekten gegerken, nanopore uygulanan bir akimi bozar.

Her nukleaotit, bir akim kesintisi olayi olarak kaydedilen karakteristik bir
elektronik sinyal saglar.

Kayit gergcek zamanlidir ve 10kb okumalar artik makul bir ¢ikti olsa da,
tedqlrilépl_larak 100 kb DNA her nanopore iginden gecebilir ve tespit
edilebilir.

DNA bir nanopordan ayrildiktan sonra, gozenek farkli bir DNA molekualu
tarafindan kullanilabilir.
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First platform to

Method Advantages Disadvantages | Comments
Second-generation sequencing techniques

Generates long

read lengths | Poor

and relatively | interpretation of | First
454 fast run times of | homopolymers introduced
sequencing the instrument | leading to errors | NG5S technique

Short read
lllumina length approach | Abemrant
(Solexa) and i1s the most | incorporation of | Low
Genome widely used | incorrect dNTPs | multiplexing
Analyzer analyzer by polymerases | ability

75 (35-100) bp | Addition of

HiSeq 2000 read lengths. | fluorescent-
(llumina, CA, | Requires less| More false | labeled
USA) sample <1 pg | positives nucleotides

Reduction in

error rates

relative to| Have long run| Driven by DNA
ABI SOUD | lumina  NGS| times and need | ligase than
system system for 2-20 ug DNA | polymerase

Decode the | In adequate

base by single-| coverage, false-
Polonator G.| base probe in| positive SNP | Ligation based
007 nonamers selection rate sequencer

eliminate  cost
and complexity
with 4-color
optical detection | High  accuracy| Non-optical
lon Torrent | used by other| and short run| DNA
Sequencing NGS platforms | time sequencing
Double
barcode
system
De novo SNP ensures
discavery  with simultaneous
reduced cost genotyping of
and high | Needs complex| large
SlLAF-seq accuracy instrument populations
Third-generation sequencing techniques
Mo amplification
af template
DNA  required,
PacBio RS | real-time Generates
(Pacific monitoring  of long-read
Biosciences, nucleotide High eror rates| lengths
CA, USA) incorporation, and low reads 800-1000 bp
High NTF| Single
HeliscopeTM Monbiased DNA | incorporation molecule
Sequencer sequence error rates sequencing
Fourth-generation techniques
Fastest
sequencer
whole-genome | Not much data
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Figure 3. Overview of sew-
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On-bead amplification Fimal
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