DNA dizisi nasll elde ediliyor?

1 PCR with fluorescent, 2 Size separation by capillary 3 Laser excitation & detection
chain-terminating ddNTPs gel electrophoresis by sequencing machine
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oligonucleotides Output chromatogram

Original
DNA sequence,
PCR amplified &

denatured

Oncelikle hucrelerden veya dokulardan
numune elde ediliyor.

Zincirin tek tarafl

DNA ayristinimasi yapilan ornek daha

sonra sanger metoduyla elde florasan _ .
boyama ydntemiyle bazlarin Homo sapiens M-phase phosphoprotein 10 (MPHOSPH10), mRNA
NCBI Reference Sequence: NM_005791.3

boyanmasiyla elde ediliyor. GenBank Graphics

>NM_005791.3 Homo sapiens M-phase phosphoprotein 10 (MPHOSPH1@), mRNA
ATGCTGCATTGTGTCGGGAGTTGCTGACAGCCATGGCGCCGCAGGTCTGGCGTCGACGGACCCTGGAGCG

F rkl I | N h | f rkl | Zl r GTGTCTGACGGAAGTCGGCAAAGCCACGGGTCGGCCCGAGTGCTTCCTCACGATTCAAGAGGGATTGGCA
a d a g a boyu asa p a ba a ! TCAAAGTTCACTTCTTTAACAAAAGTGCTTTATGACTTTAATAAAATATTAGAGAATGGTAGGATCCATG

~ i el GAAGCCCCTTGCAAAAACTTGTGATAGAAAATTTTGATGATGAGCAGATTTGGCAACAACTGGAATTGCA
d ed e kto rd en g ege re k b 1z€ b u g raﬂ g | AAATGAACCAATTTTACAATACTTTCAGAATGCAGTTAGTGAAACAATTAATGATGAAGATATCAGTCTT
0 | u §t u ruyo r CTCCCAGAGAGTGAAGAACAGGAACGTGAAGAGGATGGTTCAGAGATAGAGGCTGATGACAAGGAGGACC

TAGAAGATTTAGAGGAGGAGGAAGTGTCCGACATGGGTAATGATGATCCTGAAATGGGTGAGAGAGCTGA
AAACTCAAGCAAATCTGATCTGAGGAAAAGCCCCGTTTTCAGTGATGAGGATTCTGACCTTGACTTTGAT
ATCAGCAAATTGGAACAGCAGAGCAAGGTGCAAAACAAAGGACAGGGAAAACCAAGAGAAAAGTCCATAG

Daha sonra bu diziler veritabanlarina
(ncbi, genbank) uygun formatta
yUkleniyor. (30 gun) 1



FASTA FORMAT

Fasta ‘>' lle baglayan aciklama satiri dizinin adini veya
tanimlayicisini, ayrica ek bilgiler icerebilir. Ardindan gelen
satirda siralama yer alir. Ardindan bir bagka siralama yer

alabilir.

Ornek olarak >NC_002023.1 Influenza A virus (A/Puerto Rico/
8/1934(H1N1)) segment 1, complete sequence
AGACGACCTA...




UGENE NEDIR?

DNA ve protein dizileri, ¢coklu dizi hizalamasi, 3B yapilar ve filogenetik agaclar
icin izleyiciler ve editorler.

Dizi icerisinde arama yapilabilir.

ClustalW, ClustalO, Muscle, K-Align, Mafft, T-Coffee gibi algoritmalarla
multiple sequence alignment yapilabilir.

Acik okuma pencereleri gozlemlenebilir.
Filogenetik agac yapilabilir.
Protein yapisi incelenebilir.

FASTA (.fa) GenBank (.gb) Clustal (.aln) PDB (.pdb) gibi formatlari destekler.




Uygulamayi aginca iki segenecedimiz var. Ya dosyay! biz yikleyebiliriz. s

Yada veritabanindan indirebilriz..

Oncelikle veritabanindan érnek bir dosya indirelim.
Burada da iki secenek var.

NCBI Gebank arama kisminda 6rnegin covid yazip ara dedigimizde ilgili nUkleotit dizilerini
indirebiliyoruz. Yada:

Uzaktan veritabanina eris modunda: dogrudan dizinin kimligini yazabiliyoruz mesela makalelerde bu
kimlik numarasi yaziyor.

Buradaki érnekte: 1363 adll dosya 6rnegin bir MSV adli virlisin genom dizilimini indirebiliriz.



Iglemler  Ayarlar  Araglar GOREV CUBUGUNU iNDIRiP

| | Arayu y 4

® O O Uzak Veritabanindan Veri Al

Kaynak Kimligi: 1363 adli dosyayi actigimizda..

Veritabani: v/ NCBI GenBank (DNA sequence) G A

NCBI protein sequence database B
Dizine kaydet: =~ ENSEMBL |
PDB -
Projeye ekle  SWISS-PROT
Uygun diziyi  UniProtKB/Swiss-Prot Bu dosya genbank formatinda bir dosya oldugunu
ipucu: Genban| _ UNPrOtKB/TTEEMBL _aD11266 goriiyoruz. Burada yapabilecegdimiz gesiti islemler var.

Kimlikleri bosluk veya noktali virgiille ayirarak birden Eok oge indirebilirsiniz.

Yardim Vazgeg

[ NON ] NCBI Sira Aramasi

' a0 g o) e [BIE G E
| . . .
v o :
Term: Tum alanlar covid
Veritabani:  nucleotide
Arama sorgusu: .
ORF  Ekran Resmi Bakis Modlari
Dairesel Gosterim
Sonuglar: (plazm H ) B I A
- idDNA) - Baz Icerigi

OR759453 Human coronavirus NL63 isolate E202011025 RNA-dependent RNA polymerase gene, partial cds 393
OR759452 Human coronavirus OC43 isolate E202011017 RNA-dependent RNA polymerase gene, partial cds 380 . . . P
OR759451 Human coronavirus 229E isolate 202103333 RNA-dependent RNA polymerase gene, partial cds 359 1 Bu rada arayuzu m UZd e AQI k Oku ma pen Cerelerl n |
OR759450 Human coronavirus HKU1 isolate 202101291 RNA-dependent RNA polymerase gene, partial cds 384 - 't b . | .
OR759449 Human coronavirus HKU1 isolate 202101280 RNA-dependent RNA polymerase gene, partial cds 372
OR759448 Human coronavirus 229E isolate 202101279 RNA-dependent RNA polymerase gene, partial cds 334 gos e re I Iyo ruz b
OR759447 Human coronavirus NL63 isolate 202012228 RNA-dependent RNA polymerase gene, partial cds 366
OR759446 Human coronavirus 229E isolate 202011176 RNA-dependent RNA polymerase gene, partial cds 271

Somig s (20 |2 wo 2. EQer dairesel bir DNA ise dairesel gorunum

Yardim

3. AT GC oranlarn (Ornegin GC seviyelerinin yiksek
oldugu yerlerde 3IU hidrojen bagi oldugu stabilitenin
yuksek oldugunu, dolayisiyla da erime sicakliginin
arttigini séylemek mumkudn.) + DNA esnekligi
azaliyor GC cok olan yerde grafikte gormek
muUmkun. Yaklasirsak G veya C sayilarinin arttigini
gorebiliyoruz.

4. Modlar arasinda gecis yapabiliyoruz daha ayrintili
gormek icin.



Sagdaki Arayuz

- ) . ACG

1. Dizi igerisine arama yapma yapabiliyoruz. (ORN :

ATG) Altta sonug sayisi yaziyor.

2. Burada belirledigimiz etiketler icin icin acik okuma -
pencereleri icin veya farkll etiketler icin farkli L
renkleri gosterebiliyoruz. (Ek aciklamalari goster
aclk olmall.)

3. Bu kisimda da sectigimiz (se¢) kismin ] I
uzunlugunu, icerigini, molekiler agirhgini, gue

erime sicakhigini (PCR icin 6nemli) ve baz

iceriklerini. CTRL + A ve scroll istedigimiz
araligi secebiliyoruz. (ssDNA = Tek Sarmalli), o
(dsDNA = Cift Sarmalli) g




GOREV CUBUGUNU iNDIRIP
Kromatogram Goruntuleyici

Dizi nasil elde ediliyor?

(A01.abi) Ornegin burada; DNA dizileme
cihazlarindan elde edilen bir dizi var fakat bu

dizi .abi formatinda oldugu i¢in sanger sonucunu
gOrebiliyoruz dizinin.

OPT + Scroll yaparak yakinlastirp
goruntUleyebiliriz.

Az once bahsettigimiz dalga boylarina gore
dizinin nasil olusturuldugunu gorebiliyoruz.

Ayrica acik okuma pencereleri yine dizide
gbzUkuyor. Onlara da birazdan gececegim.



Ardindan eger bu bir Kromozom ise
Gordntuleme igin
(Kromozom.ugenedb) kromozom
gorunttleme aracini kullanacagiz.

Bosluklar ekson

Dolu boélgeler intron

olarak kabul ediliyor.

Kayma ise 1sigin dalga boyundan
kaynaklaniyor. Bazi farklar mevcut buda
ISIgin kaymasindan kaynakli farkliliklar.
(Ornekte 321 defa dongli yapiimis.
Dogrulugu arttirmak igin.)

Aslinda yukaridan asagi farklilar snp'leri
ifade ediyor gibi gbzuksede aslinda
bunlar ufak okuma hatalari.



Onceki haftalarda https://
www.sciencedirect.com/science/article/
abs/pii/S147692711930088X"?
via%3Dihub adresindeki makalede
CSF3 genindeki snp'lerden
bahsetmigtik.

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/snp/
rs145136406 (CSF3 ile ilgili
makalede) adresinde bu snp'ye
ulasmak mumkun. 17. kromozomun p
yani kisa kolundaki belirli bir araligin
dizisi yuklenmis.

Zaten yesil ile gosterilen bolgede bu
degisikligin CSF3 geninde oldugu
gosteriimis.

Biz burada en uzak kismi secip goriinen
araligi indirebiliriz. Tabi boyle yaparak
butln kromozomu indirmis olduk.

Dosyayi actigimizda acik okuma
pencerelerini goruntuleyip bu alanlarn
ATG veya AUG baslat kodonuyla
basladigini gorebiliriz. Bu boélgeler
esas proteini kodlayan bolgelerdir.
Diger bolgeler islevseldir.

ORF'leri goster diyip gosterebiliriz.
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ClinVar variants with precise endpoints

Live RefSNPs, dbSNP bl56é v2
182119 W CC/C rs1177855556 W A/G
52144836742 W T/C rs1981398952 W G/C
rs158434691 Wl C/T rs749583197 W C/6
rs1981399156 W G/A
rs1466335144 Il G/C
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rs2144836796 W C/T

tions, dbSNP bl5
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)00 Genomes Phase 3, dbSNP blS5é v2
Splice Donor Region Variations,

Splice Acceptor Region Variations,

Missense Variations, dbSNP bl56 v2

1 W G/A rs1177855556 Ml R/G
rs1981398952 W G/C

rs1981399156 I G/A
rs749503197 W C/G

Frameshift Variations, dbSNP bl56 v2

182119 I CC/C

-8,816,518 |48.816,5268 |48.816,538

dbSNP bl56 v2

dbSNP bl56 v2

rs1981400039 W C/T
rs769044135 W C/T
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rs774542221 W G/A
rs762262454 mm A/T
rs138252418 I A/G
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rs1024291938 W C/T rs777497317 W A/C

rs371912793 W C/T

L0

rs748383311 W@ C/T
rs1981467521 I
rs772466

rs780254653 W C/T
rs1454976827 W G/A/T
rs1237881157 W A/G

rs375245553 mm C/A/T rs773E

rs757308934 W G/A rs76
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LO8x

LO8x

L OB x
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|42.616,598 |402.616,600 |42.016,618

NC_000017.11: 40M..40M (105 nt)

" ¥ Tracks shown: 11/746

Sayfanin altinda ilgili SNP secili download se¢cenecegini secip indirebiliriz.


https://www.sciencedirect.com/science/article/abs/pii/S147692711930088X?via%3Dihub
https://www.sciencedirect.com/science/article/abs/pii/S147692711930088X?via%3Dihub
https://www.sciencedirect.com/science/article/abs/pii/S147692711930088X?via%3Dihub
https://www.sciencedirect.com/science/article/abs/pii/S147692711930088X?via%3Dihub
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/snp/rs145136406
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/snp/rs145136406

s

Baska bir 6rnekte kovid-19 icin 2 farkli Ornek Makale: https://pubmed.ncbi.nim.nih.gov/37948480/

varyanti indirdim. (ikisini beraber

yuklememiz gerekiyor.) NuUkleotit: https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NC 045512.17report=fasta
1. Wuhan seafood market pneumonia .*  Multiple alignment [merged_document.ain)

virus isolate Wuhan-Hu-1, complete
genome NCBI Reference Sequence:
NC_045512.1

2. Severe acute respiratory syndrome
coronavirus 2 isolate Wuhan-Hu-1, 20275 20200 20288 20290 2.3k
complete genome NCBI Reference AACGT TTGACCTACACA T CCATCAAATT
Sequence: NC_045512.2 AACGT TTEGACCTACACA TECCATCAAATT

AT
AT

Bu iki varyanti sisteme yukleyip hizalama
yapacagiz. "Dizileri Hizalamaya
Birlestirin". Fakat bu halde hizali
deqiller.

Alinan iki dizi 6rnegi kayik oldugu icin bu

iki varyanti kiyaslamamiz mumkun

olacak. Ikisini secip sag tikladigimizda

farkll algoritmalar var. GUncel hizalama -
yapacagimiz icin ClustalW

kullanacagim. (Biraz uzun surebiliyor)

Ornegin 29.293. yerde Tek Niikleotid
Polimorfizmi (SNP) 6rnek olarak
gosterilebilir. Sonlarda iyise varyant
farki iyice artiyor.
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https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/37948480/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NC_045512.1?report=fasta

Nokta grafigi olusturak yine iki dizi
arasindaki benzerlik
gorsellestirilebiliyor.

Yine iki covid verisini yuklGyoruz ama bu
sefer iki ayn sira modunda iceri
aktaryoruz.

Boylelikle birinci dizinin ikinci diziye
minimum 4 baz cifti benzerligini
gorsellestiriyoruz.

Yine scroll ile yakinlagiyoruz.

Buradaki fark cizgiler benzer
bolgelerken, diger kisimlar ayni
pozisyondaki farkll diziler.

DotPlot (Nokta Grafigi)
[ JON

Dotplot parametreleri
X ekseni dizisi

Y ekseni dizisi

Dogrudan tekrarlari ara

Tersine gevrilmig tekrarlan ara

Ozel algoritma

Minimum tekrar uzunlugu

Kimligi tekrar eder

Yardim

Dotplot kullanarak dizileri kargilagtirin

NC_045512.1 Wuhan seafood market pnee

NC_045512.2 Severe acute respiratory sye
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Yine gectigimiz haftalarda bir makalede
protein yapisinin gorsellestiriimesi
gecmisti. Yaziim protein data bank
formatini destekledigi icin sectigimiz
protein yapisini indirip inceleyebiliyoruz.
https://www.rcsb.org/structure/11BA

“ovoromire- B

Protein1 ve Protein2 adll dosyalarda
birinde normal birinde mutasyona
ugramis protein yapisi mevcut. Bunlar 3
boyutlu gorsellestirerek aralarindaki farki
g6zlemlemek mumkaun.

Gorunum Baglantilar

Menudeki gorunim menusunden ayrica
goruntulemeyle ilgili farklh modlar
secilebiliyor. Molekuler yapilaryla
alakall.

Gorselin altindaki kamera isaretine
basarak da goruntuyu cikti olarak
alabiliyoruz.

l,n.

Genom dizisi Uzerinde se¢im yaptikca bu dizi
Uzerindeki ilgili bdlgelerin protein yapisinin hangi
bolgesinde etkili oldugunu gorebiliyoruz.

Birden fazla aminoasit zinciri sekildeki yapiy!
olusturuyor bu genom dizisinde.
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https://www.rcsb.org/structure/11BA

Evrimsel agac yani filogenetik
inceleleme yapmak icin bu seferde farkli
organizmalardan elde edilen bir genin
yapisini inceleyebiliriz.

.msf formatindaki ncbi'dan indirdigimiz
dosyay! yuklUyoruz.

Diziler farkli alanlardan alindigr icin
Oncelikle yine hizalama yapmamiz
gerekiyor.

Yaptigimiz bu filogenetik agacli bu farkli
dizilerin evrimsel olarak birbirlerine
yakinliklarini gosteren bir sema elde
ediyoruz

Ornegin burada insan PA2M adli genin
farkli organizmalardaki evrimsel
yakinliklarini gériyoruz. insan human
olarak gosterilmis. Mesela insan ile
strungenler arasinda yakinlik ¢ikmis bu
grafikte. Croat (stUringenlerden elde
ediimis.

Birbirine en yakin sigir ve domuz
olarak sonuclaniyor. (En alt ve en Ust)
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