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Genomik/ Proteomik Analizler

-omiks (ing. —omics): Biyolojide ¢alisilan alani refere eder, 6rnegin; genomiks, proteomiks.
-om (ing. —ome): Calisma alanlarin hedeflerini gosterir, 6rnegin; genom, proteom.
Genomiks: Organizma genomlarinin g¢alisiimasi.

Proteomiks: Protein yapi ve islevlerinin genis él¢ekte ¢alisiimasi.
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Proteom Analizi

Genlerin Modifikasyonu
ve Klonlanmasi

Fizyolojik Transkriptom Analizleri o
Rekonstriiksiiyonlar icin Genomik Testler Modelleme Analizleri



Genomik analiz yapilabilmesi icin:

ANALIZ
- /l ) W FENOTIP
el 2. Un | .

Hiicre/ Doku / Organ Niikleik Asit (DNA ve RNA) ektraksiyonu G ENOTl P

in vitro hiicre hatt Protein izolasyonu

ikincil ve Ugiinciil Yapisi
Karakterizasyonu
YA DA

PROTEOM i KS islevsel analizler

(in vitro test)




Hiicre genom dizi analizinde is akisi:
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in vitro hiicre hatt

4

Doku / Organ

SNP/ CNV
Hiicre tipi kimliklendirmesi - MMMMMM -
\ I

Genom modifikasyonu

A

ANALIZ Genotipleme : Dizi anaI|Z| DNA ekstraksiyonu



TEK hucre genom dizi analizinde is akisi:
4& Lazer Yakalama
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Mikrodissessiyon
(LCM)
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Doku / Organ

SNP/ CNV ’BC"CT’C”CGACOC% ccccccccccccccc
Hiicre tipi kimliklendirmesi _ MMMAMAM&M -

Genom modifikasyonu ¢ n r ﬂ

ANALIZ Genotipleme : Dizi analizi DNA ekstraksiyonu



Tum genom haplotip analizler

TCACTTCCT COA CGC?‘QACCCGQTTCTGQCI'\
MMMM&M

Genotipleme : Dizi analizi

yumurta ejakulatta 10°
sperm -—

B Biliyuik 6lgekli Germ-line
. - 2B sIniIEEn. mx»
B il de novo mutasyon
/v M - 'f'-' T..':'n: | I :."! '_'.'":":l tayini
CHW TN T TR AN T TN “Mayotik yonlendirme”

Gen haritalama / SNP kimliklendirme /
Popiilasyon ¢alismalan



Genotipleme

* Molekdler biyoloji teknikleri kullanilarak bireyin DNA dizisinin incelenmesi,
baska bireylerle ya da referans DNA dizisi ile karsilastirarak, bireyin genotip

farklihklarini belirleme islemidir.

* Bireylerin ebeveynlerinden kalitilan alelleri gosterir.

Tek Nukleotid Polimorfizmi
(Single Niikleotid Polimorfizm — SNP)

Ayni  tlrin arasindaki

cesitlilikleridir.

genomlari varyasyon

1. insan genomlarindaki genom degisiklikleri kisilere
gore degismelerine ragmen etkileri yoktur.

2. Diger degisiklikler fenotipi, vicut yapisini belirleyen
normal degerleri, metabolizmayi, pigmentasyonu vb

etkileyebilir ve her kisiyi 6zel yapar.

3. Bazi varyantlar patojeniktir.

Alajc®
GA
A‘LW’G\C\/TA
T
o P Alg cG’
%
kL'/r AGA
G o T
CA . CGT

6 milyondan fazla SNP
kimliklendirildi.

Her 500 bazda 0.5-10 kez
gozlenebilirler.
~60,000 genlerin icinde

Myers et. al. 2008 Nature Genetics 40,1124 - 1129



3 milyar niikleotid
300 bin gen
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IF ONLY
WE HAD A BIGGER
ABACLS...

6OD... THE DAMN
HUMAN CENOME W 0% 1 Hiave
RVe . TO CHANGE THE
PASSWORD
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HUMAN
GENOML <

insan Genom Projesi — 1990/2004
“The Language of God” Francis Collins
~33 bin gen
~ Genomda SNP’ler var

Internationa

Uluslararasi insan
Haplotip Harita Projesi
(HapMap) — 2005/-

11 farkh popiilasyon
~21 bin gen
~ Her 50/100 b¢ 1 SNP



Genotiplemede Kullanilan Teknikler:

1.

2.

Restriksiyon Fragment Uzunluk Polimorfizmi (RFLP)
Rastgele Cogaltilmis Polimorfik Tanimlama (RAPD)

Cogaltilmis Fragment Uzunluk Polimorfizmi Tanimlama
(AFLPD)

Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR) / Gercek Zamanl — PCR
(RT-PCR)

. Alel-Spesifik Oligonukleotid Prob — Hibridizasyon

DNA dizi analizi

DNA mikroarray / SNP array



Alel-Spesifik Oligontlikleotid Prob — Hibridizasyon

o]
GGATGACTGGATACGTAGGATCGAGCTAGG —
CCTACTGACCTATGCATCCTAGCTCGATCC

Genomik DNA
GGATGACTGGATATGTAGGATCGAGCTAGG -
CCTACTGACCTATACATCCTAGCTCGATCC :

©
ACTGGATACGTAGGATCGAG

ACTGGATATGTAGGATCGAG
ASO(C) Alel Spesifik Oligoniikleotidler ASO(T)
Genotip
CC CT T

| N
{
. )
Prob
, 7

Dot-blot lizerindeki DNA 6rnekleri

v Bilinen SNPIler.

v" Ucuz.

v Radyasyon ya da floresan boya.



Dizi Analizi

 Verilen DNA fragmentinin nukleotid (adenin, guanin, sitozin, timin)
siralamasini belirleme islemidir.

{ wellcome trust
[Ssanger
Institute

DNA dizi analizi neden 6nemlidir?

v' Dizinin siralanisini belirler, bdylece organizmanin neden ve nasll
yasadigi hakkinda bilgi verir.

v’ Bireylerin genleri, genetik bolgeleri (genler ya da operonlar), bir
kromozomu ya da tim genomu dizi analizleri ile belirlenebilir.

v' Hayvanlar, bitkiler, bakteri vb gibi genetik bilgi tasiyan her kaynaktan
elde edilen DNA veya RNA molekullerinden nukleotid dizi analizi
yapilabilir.



Adli Bilimler

Evrim

Biyolojisi \

DNA Dizi
Analizi \ Molekuler
/ Biyoloji

Tip

Genetik

Metagenomik

Mikrobiyoloji



Dizi Analizi Yontemleri
1. Sanger Dizi Analizi (Dideoksi DNA dizi analizi veya zincir sonlandirma)

' & 3:§;tt::wg$;mplaw » DNA polymerase “
¢ » ddNTPs with flourochromes » dNTPs (dATP, dCTP, dGTP, and dTTP) ' ¥
EI o-b-o-d-0-d-a _‘J“
2 R - -
I I I g::’,’z 3 Capiltliary g'erl);i\e:rtrophortessis
I I SIGTP @ separation of agmen
. S, Joro
L . A - q 4
in vitro DNA replikasyonu esnasinda DNA ™™™ - ¥ S~
. . . T F )
polimeraz tarafindan zincir sonlandiran - m
. . .e . . . . Sy g —— b .
dideoksinlkleotitleri rastgele segerek dizi ] ) g
belirlemesine dayanmaktadir. .

% Laser detection of flourochromes
and computational sequence analysis

Sanger dizi analizi teknigi hala blylik e .
olcude kullanilmaktadir.

500 bg < diziler igin ideal.
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2. Pyrosekanslama

Dideoksi
yerine
dayanir.

ile zincir
analizi”

nukleotidleri

“sentezle dizi yontemin

a) A pyrosequencing reaction

Deoxynucleotide
precursors for

new DNA Excess dCTP Enzyme reaction
‘ destroyed uses ATP to
Cc'c e produce light
; C Pyrophosphate |
Sequencing DNA C TN
primer polymerase l PPi ‘ ATP Light
5 ‘ —~ Enzyme reaction
GCAGGCCT converts PPi to ATP
[11]1|CGTCCEGAGCOTGTAACGA
3 )\ x
Single-lstranded \ . .
Bead template DNA The next time dGTP is

added to the reaction,
two will be incorporated
into the growing chain

attached to bead

b) Pyrogram result of pyrosequencing

Nucleotide sequence of new DNA

5 G C A GGCC T C GG 3

Double-height peak indicates that two nucleotides were incorporated
into the new DNA when the precursor was added. In this case a G was
incorporated meaning that there were two adjacent C nucleotides on
the template.

Single-height peak indicates that one nucleotide was incorporated into
the new DNA when the precursor was added. In this case a T was
incorporated meaning that the template had an A.

Amount of light

The absence of peaks when nucleotides are added means that they
could not be incorporated into new DNA, meaning that the template
did not have complementary bases.

A GCTAGT CTAGSC
Nucleotide added —>

A

©2010 Pearson Education, Inc.
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sonlandirma

3. Shotgun dizi analizi

e

1000 bg -tim kromozom analizi

» -
S L S

\

Cloned genomes

Multiple genomes are sheared
into variable sized segments

Unordered sequenced
segments

Computational automated
assembly

- ) = .
] EE—) s | Resulting overlapping sequence
segments. (The higher the
[ =] ) GO SEEEEEES | overage the better the quality
[ e CCa - of the sequencing.
[ ] [m——T ] -
-
Overlaj t:
ATC T TTTCATTCAGTAAAAGGAGGAAATATAA (mu::‘;:g:':::s::; mm =
genome consensus, /
.  ___—
Cloned genomes
e —
Genome divided into large
segments of known order.
[ e M e—— ] Ordered genome
[ e R ee— segments
Multiple genome portions are
sheared into variable sized
segments
el ——F SR
‘; — e —
-— e [= = Unordered sequenced
= === ] segments
—
Computational automated
assembly
- D ) = (T O
o == ooy s S, | Resuking overlapping
sequenced segments. (The
[ ssssssansm ] — = NN | pigher the coverage the better
. = [ Jouinii] the quality of the sequencing.
- o COCC—— o
Overlapping sequences

TTTCATTCAGTAAAAGGAGGAAATATA,

L

segments combined to construct

74

the genome consensus.

4. Kopru PCR

Kati bir ylzeye baglanan primerlerle guclendirilmis

"DNA kolonileri" ya da "DNA kiimelenmeleri" dizi
analizi formudur.

o

7

"o

fale ﬂn"“n%n’ n'u‘h |“'J'n".!

unlu'l" nulu'l“ un uuln

4




5. Yeni Nesil Dizileme (Next Generation Sequencing — NGS)

e Varyasyon profilendirilmesi e Kesif
— Genetik varyasyon — Yeni genomlar
— Transkript varyason — Yeni genler
— Epigenetik varyasyon — Yeni transkriptler
— Metagenomik varyasyon — Kiclk/ uzun non-coding DNA

Yeniden-sekanslama bir bireye ait genom analizi, ayni tirun farkl
bireylerindeki genetik varyasyonlari temsil etmedigi icin
gereklidir.

Buglin

RNA Dizi analisi (RNASeq)

e Kodlayan veya kodlanmayan bolgelerdeki transciprt profillendirilmesi
Epigenomik
e Tim genom protein-DNA etkilesimi

e Gen regiilasyonunun kalitsal ve geri donusumlii ifadesi




5.

Yeni Nesil Dizileme Metodlari

Massively parallel signature sequencing (MPSS)

. Polony sequencing

454 pyrosequencing (bead microreactor)
lllumina (Solexa) sequencing

SOLiD sequencing (2 base encoding)



Genel Ozellikeri

A. Genomik DNA’nin rastgele fragmentasyonu

B. Boncuk ya da dizlemsel kati yizey destekler kullanilarak tek tek
DNA fragmentlerinin immobilizasyonunu saglamali.

C. PCR kullanarak DNA fragmentlerinin kati ylzeyde amplifiye
etmek ve boylece polimeraz kolonileri olusturmak.

D. Dizi analizi ve floresan ya da kemillininesans kullanarak her
dongliden sonra in situ sorgulamak/ kontrol etmek.



DNA mikroarray (DNA-chips, Gene-Chips, SNP-chips)

v" Silikon, cam veya naylon tabaka tizerinde sabit konumlarda bilinen kisa komplementer
DNA oligonlikleotitleri sirayla yerlestirirler.

v' Oligonikleotidler deneysel olarak belirlenirler ve (1) microspotlama ya da (2) bir cip
uzerinde sentezlenirler.

v" Kullanici tanimli SNP cipleri ticari olarak temin edilebilir, ve> 400,000 farkh probu

icerebilir.
. .mc—- “~" Sample 1 (GG type)
g 1111111021 g Sample 2 (AA type)
O3 ;giéi \ /

Huang H. et al. 2015 Microarrays 4(4), 570-595



Genlerin ekspresyon seviyelerini 6lcmek ya da bir genomda birden
fazla gen bolgesinde genotiplemesi kullanilir.

Her bir DNA probu (veya oligo) i
10-12 pikomol 6zel DNA dizisini
icerir.

cDNA  ornegi hibridizasyon icin
kullanilan bir gen ya da baska DNA
elemaninin kisa parcasi olabilir.

Prob-hedefleyerek  hibritlemede
hedef nikleik asit sekanslarinin
goreceli olarak belirlemek icin -
gimuis- veya kemiliminesans
etiketleme ile tespit edilir.

Diagram of part of the hybridized probe cell

NS

V% / ‘\ - (S '

\ \ k\

. . > \ s 7
Individual’s labeled genomic DNA 4 P > o
containing a SNP allele binds to the / { \
SNP probe on the microarray slide “ N /

if the match is perfect /

20 um
Individual’s labeled genomic DNA
containing a SNP allele does not
bind to the SNP probe on the
microarray slide if the two sequences
are not perfectly complementary

Image of hybridized SNP DNA microarray

© 2010 Pearson Education, Inc.



DNA Mikroarray Uygulama Alanlari:

1) Gen Ekspresyon Profilendirilmesi

2) Komperatif Genom Hibridizasyon (CGH)
3) GenelD

4) Kromatin immiinopresipitasyon on Chip
5) DamID

6) SNP deteksiyonu

7) Alternatif Kesim Deteksiyonu

8) Flizyon Gen Array

9) Tiling Array



RNA dizi analizinde is akisi:

— RT & lkinci-zincir

AN — sentezi

"\\,

;:551:2 vgs — }f I p{i PCR

in vitro hiicre hatt

T

Amplification Plot

Doku / Organ

Y

Cogalmis cDNA

CAAGTTCCTACAGCTA
AGTCCATGCCCATCCG
AATCGGACTTCAGCCT
GACCTAAGCCATCAGA
AATCCTAGCATCCAGC
ACCGTTACATCAACAC _ _ . .
atTccaTaaccaccal Dizi Analizi

Ekspresyon Profilleri CATGCCATTGACGAT1




RNA dizi analizi uygulamari:

* Gen ekspresyonu Total RNA

Oligo dT enrichment

)

mRNA &

¢ S N P ke.$fl Fragmentation

Random hexamer primed cDNA synthesis

* Post-transkripsiyonel SNP ™ 2090 semering

[ Ko_ekspresyon yolaklan Roferencegone_—_

|

Gene function analysis

bgisequence.com sitesinden alindi.



PCR Amplifikasyonu




GELECEK ... Genom Diizenleme

Hedeflenen niikleazlarin rekombinasyon vektorleri

kullanarak ya da kullanilmayarak uygulanmasina
“eenom diuzenleme" denir.

Genom duzenleme araclari, in vitro ve in vivo olarak
hedeflenen mutasyonlarin elde edilmesinde, gen yer
degistirmesinde ve gen duzeltilmesinde kullanilabilir.



Niikleaz aktivitesinin sekansi spesifik ve DNA 'ya
baglanabilmesi icin, istenilen bolgeye 6zglii DNA-
baglama proteinleri kullanilabilir (DNA-binding).

Bu proteinler:
(1) Zinc-finger proteinleri (ZFPs)

(2) Transkripsiyon aktivatori benzer efektor (TALE)
(transcription activator-like effector) proteinleri

(3) Kimelenmis duzenli ara bosluklu kisa palindromik
tekrarlar (CRISPR/Cas) (Clustered regulatory
interspaced short palindromic repeats)



FDA onayi alindiktan sonra ...

/FNs klinik deneylerle test ediliyor.

TALEN ve CRISPR / Cas teknolojileri nispeten yeni
ve henuz klinik uygulamalarda test edilmemistir.

CRISPR / Cas Ingiltere'de insan embriyo editing
icin onaylanmistir.



Zinc Finger Niikleaz (ZFN)

3+ ZF Modil, her biri 3 b¢
Nukleaz flizyonu

TAL Efektor Niikleaz (TALEN)

10+ TAL Modiil, her biri 1 bg
Nukleaz flizyonu

CRISPR/Cas9

1 hedef RNA
Nukleaza baglanma

htep/iwwwaddgene org/ TALEN/guide/
http//rna. berkeley.edwcrispr.html

proigisicidelciriA ATicIA T |
J3GCCEUU0CEEN

crRNAracrRNA chimera



CRISPR/Cas Sistemi

Clustered, Regularly-Interspaced, Short Palindromic Repeats (CRISPR)—Associated
protein system (/Cas)

Virus ve plasmidlere karsi prokaryotik immiun sistem.

S. pyogenes SF370 Tip |l CRISPR lokusu 4 gen icerir:

l. Cas9 nukleaz

Il. 2 non-coding CRISPR RNA (crRNA)

lll. trans-aktivator crRNA (tracrRNA)

IV. Prekiirsor (oncu) crRNA (pre-crRNA)

0zdes dogrudan tekrarlar tarafindan ara bosluklu niikleaz kilavuz

Gene Editing Gene Regulation
. . . e o . , o \/ ‘acnvator _—
RNA bilesenleri, bu yabanci genetik dizileri DSB T = JC XA
(double-strand break, cift-zincir kiriklari) —
olusturmak icin spesifik DNA dizilerine Cas9 ot
endoniikleazini yonlendirmektir. /‘-‘ij{ Y
== =8 _— X
(. )
| I;vsslf\ett y | ‘ fluor t tag
|_BS ) I W )
e B -

new DNA new DNA

non-homologous homology directed
end joining (NHEJ) repair (HDR) visualization



CRISPR/Cas9 Teknolojisinden Sonra Biyolojisin Son Adimi
Tamamlanmis Oldu

e DNA yapisi/ dizilenmesi

* PCR

¢ SNP tayini/ Ekspresyon calismlari

¢ Genom dizenleme



Kok Hiicre - CRISPR/Cas9 Genom Modifikasyonu

Pateint with

Alzheimer’s or
Parkinson’s
disease

R

/

Cell-based ld Development
therapy

of medical _

v J4Y F
T

|
Diseased @@
\ iPSC Qcooco—>

Diseased
Correction Studies of neurons
of potential molecular
mutation pathology

Healthy neural
progenitor cells
Healthy: ©® ——
iPSC °°° Healthy
neurons



CRISPR / Cas9 +ESC veya iPSC = TEDAVI ?

Hucre
K'Lilt_i__j ru




na re International weekly journal of science
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CRISPR gene-editing system unleashed on RNA

Cutting tool could be used to study RNA's role in disease.

Karen Weintraub The CRISPR-Cas9 gene-editing complex, here shown editing DNA (in blue), has been modified to target
RNA.

Researchers who discovered a molecular “scissors” for snipping genes have now developed a similar
approach for targeting and cutting RNA. The new cutting tool should help researchers better
understand RNA's role in cells and diseases, and some believe it could one day be useful in
treatments for illnesses from Huntington’s to heart disease.

C2c2isa siﬁngle-component programmable
RNA-guided RNA-targeting CRISPR effector
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‘ . Lander’>S, Eugene V. Koonin®T, Feng Zhang!%>41
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Workshop:

1. Istenilen gen bélgesinin nukleotid dizisine nasil ulasabiliriz?

2. DNA dizisindeki tekrarli bolgelerin tespit edilmesi?

Systems
Biology  RepeatMasker

3. Hedef bolgedeki SNP tayini ve populasyondaki 6nemi?

International HapMap Project

Home | About the Project I Data | Publications I Tutorial

e
> NCBI Short Genetic Variations
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