TEK DNA MOLEKULUNUN

DIZI ANALIZI

ABD’de Cambridge’deki Helicos
Bio Sciences ofisinin késesindeki dev
bir buzdolabina benzeyen makinenin
on yiiztindeki ekranda su geri sayim ya-
nip soniyor: icerideki DNA'nin tama-
minin dizi analizinin bitmesine 10 giin,
5 saat ve 51 dakika kaldi. Tipler, la-
zerler ve kimyasal maddelerin karma-
stk bir konfiglirasyonundan olusan
yiiksek kapasiteli bu aygitin, her birine
25 mikroakigkan kanal tutturulmus iki
levhasi var. Her kanal ayr1 bir DNA o6r-
negini tutup ‘dizi analizi’ yapabiliyor.
Makine, 6rneklerin dizi analizini ayni
anda yiriterek yalnizca bir saat icinde
1,3 milyar baz (bir DNA iplikcigindeki
basamaklari olusturan ve A, C, T ve G
olarak bilinen bazlar) okuyabiliyor. He-
liScope olarak adlandirilan makine, tek
bir iplikcik dizisini daha énce gortilme-
mis bir hizda dogrudan okuyan ilk ti-
cari aygit. Stanford Universitesi'nde bi-
yomihendis olarak goérev yapan ve
2003’te kurulan sirketin kurucularin-
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dan biri olan Stephen Quake “Aslinda
Helicos temel olarak diinyanin en hizli
dizi analizi yapan aygitini tiretti.” diyor.
“Makinenin ttim bir diziyi rakip sistem-
lerden daha hizl Giretip tiretemeyecegi
daha cok kesin degil. Bununla birlikte
(dizi analizi makinesinden elde edilen
verilerin hala analiz edilmesi ve birbiri-
ne eklenmesi gerekiyor -ki bu da he-
saplama gerektiren yogun bir is) Quake
bu aygitin “tlimtyle yeni arastirma
alanlar1” actigini soyltiyor. Bu yilin bas-
larinda tanitilan HeliScope dizi analizi-
nin daha hizli ve daha ucuza yapilabil-
mesi i¢in teknoloji Gretme yarisina gir-
di. insan Genomu Projesi’nin ilk tasla-
81 icin harcanan para 300 milyon do-
larken son yillarda insan genomunun
dizi analizinin fiyatt 100.000 dolardan
daha asagilara dustt. Dizi analizinin
ucuza yapilabilmesi, hastalik teshisin-
den tutun da, biyoyakit ve ila¢ yapimi
icin mikrop tretilmesine olanak vere-
cek arastirmalara varincaya kadar ne-

redeyse sinirsiz uygulama alani aciyor.
Su anda kullanimda olan 6teki gelismis
dizi analizi teknolojilerinde, 6rnegin Il-
lumina, Applied Biosystems ve 454
Life Sciences’in aygitlarinda dizi anali-
zi yapilacak DNA’nin ¢ogaltilmasi ya da
bircok kez kopyalanmasi gerekiyor.
Sonra kopyalar her bir DNA harfinin
konumunu gosteren floresan sinyalle-
rini saptamay1 kolaylastirmak icin es za-
manli olarak okunuyor. Tek molekiiltin
dizi analizindeyse kopyalama asamasi
atlaniyor; bu da tek bir dizi analizi de-
neyinde daha ¢ok biricik 6rnegin ince-
lenebilecegi anlamina geliyor. Bunun
yani sira tek molekdl dizi analizi bize
genomun daha btttinsel bir fotografini
verebilir. Clinkii DNA cogaltildiginda
bazi diziler éteki dizilerden daha basa-
rili bir sekilde kopyalanir. Bu nedenle
de bunlarin son dizide yer almasi olasi-
lig1 daha ytksektir. Ayni sekilde, kop-
yalanmadiklar1 icin bazi az rastlanan
genetik mutasyonlar da fark edilmeye-




bilir. St. Louis’de Washington Univer-
sitesi'ndeki Genome Center’in mudiir
yardimcist Elaine R. Mardis “Sonunda
yalnizca tek bir DNA ipligini alip dizi
analizini dogrudan yapabiliyorsaniz, bu
bliylik bir avantajdir.” diyor. Uykusuz
Geceler HeliScope ile dizi analizi yapi-
lacak DNA énce yaklasik 200 baz uzun-
lugunda kisa parcalara béltntyor ve
6zel bir cam plaka seklindeki bir akis
hticresine enjekte ediliyor. Akis hticre-
si, ylizen parcalar1 tutup sabitlemek
icin tasarlanmis ktiglik, ince DNA par-
calariyla kaplaniyor. Sabitlenip hare-
ketsiz duruma getirilen DNA parcalari
floresan isaretleme yontemiyle etiketle-
niyor. Béylece floresan mikroskop al-
tinda konumlar1 bir kamerayla kayde-
dilebiliyor. Tek dizi analizi deneyinde
yaklasik bir milyar DNA parcasi analiz
edilebilirken bu say1 baska aygitlarda
400.000 ile 50 milyon arasinda kaliyor.
Sonra akis hiicresi 181,5 kg agirligin-
daki Vermont granitinin icine yerlesti-
rilmis mikroskobun oldugu HeliSco-
pe’a konuyor. Bu agirlik, aletin algila-
mast gereken sinyallerle karisabilecek
her tirld titresimi engelliyor. Mikros-
kobun ¢evresinde karmasik bir optik
sistem ve tiipler var. Bu haliyle aygit
icinde 6zel olarak tretilmis kimyasal
maddeler olan siselerle dolu minyatiir
bir buzdolabina benziyor. Bilim insan-
larindan biri makineyi ¢alistirdiginda,
sivilarin koreografisi hassasiyetle ha-
zirlanmis dansi bagsliyor. DNA polime-
raz olarak adlandirilan bir enzim ve flo-
resan isaretleme yontemiyle isaretlen-
mis tek bir baz tipi -diyelim ki A- hiic-
renin icine akiyor. Enzim, A’larin 6r-
neklerdeki iplikciklerin tamamlayicisi
olarak buytiyen DNA iplikciklerindeki
yerlerini almasini sagliyor. (Dort bazin
her biri 6teki bazlardan yalnizca biriy-
le eslesebilir, bu ne-
denle iplikcige ekle-
nen A’nin karsisinda
T, Cnin karsisinda
da G olmak zorunda-
dir.) Floresan isaret-
leme yontemiyle eti-
ketlenmis baz yeni
bir iplikcige katildi-
ginda HeliScope'un
kamerasi bu bazin
yaydigi 15181 algiliyor.
Helicos’un baskani
Steve Lombardi “G6-
runtileyici, tek bir

& kromozom

DNA iplikcigine tek bir bazin katilma-
sindan kaynaklanan 200 nanometrelik
bir 151k konisinden olusan bir izi bu-
lur.” diyor. Oteki gelismis dizi analizi
yontemleri de sentez yoluyla dizi anali-
zi olarak bilinen benzer bir yaklasim
kullanir. Ama bu teknolojileri kullanan
aygitlardan farkli olarak HeliScope bii-
ytyen DNA iplik¢iginin (izerindeki ye-
rini alan buydttlmemis tek bir bazin
floresan sinyalini ayirt edebiliyor. He-
liScope her saniye ¢ok biiylik miktarda
ham veri tretiyor. iki akis hiicresine
ylklenebilecek DNA’nin tamaminin
okunmasi ve kullanilmaya deger bir di-
zinin 20 milyar bazimi tiretebilecek bir
dizi analizi -hticre basina 400 milyon
DNA iplikcigi- bes ile on giin arasinda
bir stire aliyor. Bilim insanlar1 makine-
yi yukliyor, tizerindeki bir diigmeye ba-
styor ve ofisten cikiyor. Ama akillar di-
zi analizi islemine takilanlar makinenin
ilerleme durumunu kontrol etmek icin
gecenin bir yarisi internet’i kullanabili-
yor -ki bu da Helicos’ta sik gortilen bir
olay. HeliScope floresan fotograflari
olusturduktan sonra bir veri isleme

merkezi bunlari harflerden olusan ip-
liklere déndsttriyor. Daha uzun bir di-
zi elde etmek icin yazilim bu parcalari
birbirine ekliyor.

Kayip Mutasyonlar Science’ta bu yi-
lin baslarinda yayimlanan bir makale-
de, bilim insanlar1 M13 viriistintin ge-
nom dizi analizini yapmak icin HeliS-
cope’u kullandiklarini bildirmislerdi.
Bu, biittin bir genom dizisinin okun-
masl ve bir araya getirilmesi icin tek bir
molekdlin kullanilabilecegini gésteren
6nemli bir kanittir. (M13 virtistintin ge-
nomu kdguktir -yaklasik 7000 baz cif-
ti uzunlugunda- yani insan genomunun
milyonda biri buytkligiindedir.) Bu
teknoloji o kadar yeni ki hangi uygula-
malara uygun oldugu daha net degil.
Ama bazi bilim insanlar1 tek molekdliin
dizi analizinin, genetik varyasyonlarin
hastaliklara nasil bir katkida bulundu-
gunun anlasilmasi agisindan 6zellikle
onemli oldugunu distindyor. Ne de ol-
sa, hastalikla iliskili az rastlanan bazi
mutasyonlar daha énceki genom c¢alis-
malarinda biylitme asamasinda kopya-
lanmadiklart i¢in gézden kac¢mis olabi-
lir. Dizi analizi tepkimelerinin hizini ar-
tirabilecek ve bir akis hiicresine daha
cok DNA parcasinin sabitlenmesine ola-
nak saglayacak kimyasal gelismelerin
yapilabilmesi i¢in Helicos hala gelistir-
digi yontem tizerinde calisiyor. Sirket
bu alandaki 6teki bliyiik oyuncularla
birlikte 1000 dolara biittin bir genom
dizisi elde etmeyi timit ediyor. Bu ba-
sar1 tipta tlimtyle yeni bir baslangic
olacak: Herkesin kendi genom bilgisi-
ne ulasma olanagi olacak.
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