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DERLEME /REVIEW

FIZIKSEL GENOM HARITALAMASINDA GELISTIRILEN YENI METOD: OPTIK
HARITALAMA

Mubhittin ARSLANYOLU?

0z

Genom projelerinin dizi analiz yaklagimlar1 kismen genom biiyiikliigiiyle iliskilidir. Biiyiik genomlara sahip
Okaryotik organizmalarin biitiinsel genom analizi bu sebeple oldukea giictiir. Biiyiikliik problemi, insan genom pro-
jesinde “Gnce haritala-sonra dizi analizi yap” yaklagimiyla asilmistir. Insan genomunun fiziksel haritasi,
elektroforez ve rekombinasyona dayanan genetik galigmalar gibi diisiik ayirma giicine sahip yontemlerin kullanil-
masindan dolay1 ¢ok uzun zaman almis ve projenin dizi analiz asamasinda gilivenilirlik problemleri olusmustur.
Giliniimiiz genom projelerinde bu problem “optik haritalama” y6ntemiyle hizli, ucuz ve ¢éziiniirliik artisiyla ¢ozil-
miistiir. Bu yontemde, ¢ift sarmal tek DNA molekiilleri bir ucundan mikroskopik lam yiizeye baglandiktan sonra
ylizeye tamamen diiz olarak yapistirilir. Mega biiyiikliikteki diizlestirilmis DNA pargalar1 (80-500 kbg), bir tek
restriksiyon enzimiyle kesilip YOYO-1 floresan boyasi ile boyanir ve tek bir sarmala ait DNA molekiilciiklerinin
kesim desenleri optik olarak goriintiilenir. Tek klondan gelen DNA kesim iskeletlerinin her bir par¢acigimin biiyiik-
ligii, baz cifti ¢oziinlirliigiinde, ¢esitli bilgisayar yazilimlarinin yardimiyla 6lciiliir ve benzer sekilde elde edilmis
diger klonlarin patternleri ile hizalanarak son genom fiziksel haritasi elde edilir. insanda hastalik yapan 4 bakteri, 2
mantar ve 4 dkaryotik genomun fiziksel haritasinin ¢ikartilmasinda bu yontem kullanilmigtir. Son aylarda optik ha-
ritalamada otomasyona gegis, yontemin gelecekte insan genom bilgisinin kullanilacagi tedavilerde uygulama alani
bulabilecegini igaret etmektedir.

Anahtar Kelimeler : Genom projesi, Genomun fiziksel haritasi, Optik genom haritalama

A NEWLY DEVELOPED METHOD IN GENOME PHYSICAL MAPPING: OPTICAL
MAPPING

ABSTRACT

Approaches to whole genome sequence analysis partially depend on the size of the genome. Therefore, it is
difficult to complete the whole genome analysis of eukaryotic organisms with a large genome. Problem of genomic
size in human genome project is handled by ‘first physical map-later sequence’ strategy. The use of physical map-
ping approach based upon low resolving power of recombination based genetic and restriction mapping resulted
with a longer project time. In recent genome projects, this problem has been resolved with cheap high resolution
optical mapping. In this method, after the double stranded single DNA molecule is attached to a microscopic slide
from one end, it is fixed on the surface in a linear line. Fixed linear mega size DNA molecules (80-500 kbp) are
digested with a single restriction endonuclease and later stained with YOYO-1 fluorescent dyes, and finally optical-
ly visualized. Size of each minifragments in linear DNA molecule skeleton is measured with the help of different
computer programs in a nucleotide resolution. Patterns of DNA skeletons from all clones are assembled to generate
final physical map of the whole genome. Optical mapping have been used to construct physical mapping of ge-
nomes of four pathogenic bacteria, two fungi and four eukaryotes. Automation of optical mapping in recent months
hints that it has the potential importance in the future to meet demands for fast genomic physical mapping needs in
human treatments.
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1. GIRiS

Genom iginde yer alan, yapisal veya enzimatik go-
rev icra edebilecek formlara doniisebilen ve nesilden
nesile aktarilan DNA dizi bolgelerine gen denir. Can-
linin sahip oldugu DNA molekiillerinin tamamina ise
genom denir. Insan genom projesi, se¢ilmis model or-
ganizmalar ile insanin genomunu tanimlamak iizere
baslatilan uluslar arasi bilim projesidir (Wolfsberg vd.,
2001). Insan genomunda yaklasik 2.85 milyar bazgifti
(bg) ve 18000-25000 gen bulunmaktadir. Dizi analizi-
ne dayal1 biitiinsel genom arastirmalarindan bir kismi;
E. coli bakterisinde ¢ogalan $X174 viriisiiniin genom
dizisi (5386 bg) 1975°de (Sanger vd., 1977), hayvan
viriisii olan SV40’m genom dizisi (5243 bg) 1977°de
(Fiers vd., 1978), insan mitokondrisinin genom dizisi
(16569 bg) 1981°de ve Lambda viriis genom (48502
bp) dizi analizi ise takip eden yilda tamamlanmistir
(Sanger vd., 1982). Ilk bakteri genom dizi analizi 1995
yilinda Haemophilus influenzae ile yapilmistir. Bu ¢a-
lismay1, 1996 vyilinda ilk Okaryot genom olan
Saccharomyces cereviciae (Cai vd., 1998) ve digerleri
izledi. Genom arastirmalarinin ortaya ¢ikarttig1 sonug,
genom biiyiikliigii ile gen sayisi arasinda dogrusal bir
iligki olmamasidir (Tablo 1). Giinliimiizde 18 dkaryot,
230 mikrobiyal (21 arkebakteri ve 209 bakteri), 2120
viral, ve 36 viroid genom dizi analizi tamamiyla so-
nuclandirilmistir (NCBI, 2005). Tiim bu hizli gelisme-
lerin giiniimiiz biyolojik bilimlerinde ¢ok yonlii etkileri
olmus ve Genomik, Biyoinformatik ve Proteomik gibi
bir ¢cok yeni bilim dalinin dogmasina sebep olmustur
(Graves ve Haystead, 2002; Wheeler vd., 2002). Bu ilk
genom projelerinin ortak sonuglart g6yle 6zetlenebilir;
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1) tiim canlilarin kullandigi DNA temelli genom alfa-
besi evrenseldir, 2) canlinin hayat bilgisi genoma sifre-
lenmistir, 3) canlilarda ortak genom alfabesi nedeniyle
genler organizmalar arasinda transfer edilebilir, 4) ayn
genler farkli organizmalarda da bulunur, ve 5) genom
caligmalar1 gelecekte hastaliklarin nedenlerini daha
hizli anlagilmasini1 ve dolayisiyla tedavisini kolaylasa-
caktir (Wolfsberg, 2001; Bagci, 2002).

Biitiinsel genom dizi analizleri, temelde ‘tiimiiyle
rastgele-seri-atis-dizi analizi’ ve ‘fiziksel harita omur-
gasina bagli klondan klona rastgele-seri-atig-dizi anali-
zi’ yaklagimlariyla gergeklestirilmektedir. Timiiyle
rastgele-seri-atig-dizi analiz stratejisi fiziksel genom
haritasina gerek duyulmadan yapilir. Bu yaklasimda
fiziksel omurga olusturulmadigi i¢in elde edilen dizile-
rin genomun tiimiinii temsil etmesi ve ortaya ¢ikan so-
nucun giivenilir olmasi, genom biiyiikliigiiniin en az 8-
15 katin1 kapsayacak miktarda dizi analizinin yapilma-
sma baghidir. Bu yaklasimmnin dayandigi DNA dizi
analiz fiyatlar1 otomasyondan dolayr diistiigii halde
dizi birlestirme ve bitirme isleminin otomasyonu ol-
dukea zor ve zaman alict oldugundan biyoinformatikte
uzmanlasmis eleman ihtiyaci dogar, bu ise bu yonte-
min ikinci yonteme gore biitcesinin yiiksekligini agik-
lamaktadir (Lim vd., 2001). Fiziksel harita omurgasina
bagli klondan klona rastgele-seri-atis-dizi analiz yakla-
stminda, yiiksek molekiiler agirlikli genomik DNA’nin
kismi kesimi ilk olarak yapilir, bilyiikliik se¢iminden
sonra bu DNA pargalar1 genellikle Bakteri Yapay
Kromozom (BYK) vektoriine klonlanir. Aktarilan
DNA pargalarinin BYK kiitiiphanesinden tek tek ¢eki-
lip restriksiyon enzim kesimi gibi bir yontem ile kesim

Tablo 1: insan ve cesitli organizmalarin genom biiyiikliigii ile gen sayilarinin karsilastirilmasi

. ) . GENOM (bg) |GEN
ORGANIZMA TURKCE ISMI | 2o i 60 | sayisy | YAYIN
En kiigtik ge- .
Mycoplasma genitalium ool bakteri | 580:073 468 1995, Science, 270,397-403
Helicobacter pylori Mide Ulseri 1,667,867 1590 | 1997, Nature, 388,539-547
Bakterisi
Haemophilus influenzae I'r\i"s?”e”"t Bakte- |1 830,138 1680 | 1995, Science, 269,496-512
Mycobacterium tuberculosis g‘;ﬁfgﬁ‘;}oz 4,411,529 3924 | 1998, Nature, 269,496-512
Bagirsak Bakte- :
Escherichia coli o 4,639221 4288  |1997, Science, 277,1453-1474
Saccharomyces cerevisiae Bira Mayasi 12,500,000 5885 1997, Nature, 387 (Supl),5-105
Drosophila melanogaster Meyve Sinegi | 120,000,000  [13600 | 2000, Science, 287,2185-2224
Yersinia pestis Strain KIM | Enterobakter | 4,600,000 4,198 |2002, J Bacteriol. Aug;184(16):4601-11
i 285 milyar | 220990 | 5004, Nature, Oct 21:431 (7011):931-45
Homo sapiens nsan ' y 25000 : ’ ' '
. 2005, http://img.jgi.doe.gov/cgi-
Fototrofik mor . . . .
. ; 4,406,557 3919 bin/m/main.cgi?page=taxonDetail&taxon_
Rhodospirillum rubrum bakteri 0id=400150000
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desenine bagli bir yatay hizalama, genomun BYK
tabanli bir fiziksel haritasinin olusmasini saglar. Ge-
nomun fiziksel haritasinin verdigi siraya gore BYK
klonlar1 ayr1 ayn rastgele kesilir, uygun biiyiikliikteki
pargalar (1-2 ve 2-10 kb) secilir ve alt klonlama yapi-
lir. Kalip DNA rastgele secilmis alt klonlardan saflas-
tirilir, sekanslama reaksiyonlari olusturularak otoma-
tik DNA sekans aletleriyle analizleri yapilir (Zhang
ve Wu, 2001). Genomu olusturan BYK klon kiimesi-
nin niikleotid dizilerinin birlestirilmesi ile biitiin ge-
nom dizisi ortaya cikartilir. Bu projenin, dizi analiz
kismi BYK’lar arasinda yapildig1 i¢in bu BYK’ dan
BYK’ ya rastgele-seri-atig-sekanslama olarak da ad-
landirilir  (Venter vd., 1996). Bu yaklagim,
Saccharomyces cerevisiae (Cai vd., 1998) genomu-
nun fiziksel haritalanmasi ve dizi analizinde kulla-
nilmistir. Genom projelerinde ¢oziiniirliigii yiiksek
fiziksel haritalarin kullanilmasi, kullanilmayan yakla-
simlara gore mali, siiresel ve insan giicli avantajlari
saglamaktadir.

2. FIZIKSEL HARITALAMA

Genetik ve sitogenetik haritalar, fiziksel harita-
lamada ilk kullanilan yontemlerden olup niikleotid
dizisine dayal1 fiziksel haritalara gore daha az ¢ozii-
niirlige sahiptirler. Genetik haritalama metodu, ge-
nomdaki-yeri-aranan gen ile yeri-bilinen bir genetik
belirtecin (marker gen) kusaklar arasinda birlikte ka-
Iittiminin test edilmesi esasina dayanmaktadir. Diger
bir degisle; genomda bulunan gen veya gen disi
(RFLP, SSLP, SNP) bolgelerin genom igindeki yerle-
rinin genetik yontemler (caprazlama ve aile soy agag
incelemesi gibi) kullanilmasiyla genetik tabanli bir
genom haritas1 olusturulur. Sonug, genomda hedef
genin yeri, bilinen belirteg gene gore olabilecek en
olas1 mesafedir ve bu fiziksel agidan (baz-gifti 6lgl-
stiyle) dlciilebilir bir uzaklik degildir. Sitogenetik ha-
ritalar ise genlerin yerlerinin sitogenetik yontemler
(baslica kromozom in situ hibridizasyonu) kullanila-
rak bulunmasi iglemidir. Bu yontem, genlerin hangi
kromozom bandinda veya kolunda yerlestigini kesin
olarak gosterir. Fakat diisiik ¢oztiniirliiklii (yaklasik 6
Mb) olmalarindan dolay: fiziksel haritalardaki gibi
baz ¢iftine bagli net yer belirtmezler (Bagci, 2002).
Bu iki yontemin ¢oziiniirliiklerinin ¢ok diisiik olmasi,
genom projeleri agisindan tercih edilmemelerine ne-
den olmustur.

Restriksiyon enzim kesimine dayali ilk fiziksel
haritalama yontemi elektroforetik metoda dayanmak-
tadir. Elektroforetik metodlar sinirli  verimlilikte
DNA gogiine izin verdikleri igin ¢oziiniirligi azaltir-
lar. Bu smirlamaya ragmen elektroforetik temelli ge-
nom restriksiyon haritalama galigmalar1 E. coli ve S.
cerevisiae’da basariliyla kullanilmigtir. Insan genom
projesi ile 1980’ lerde baslayan “dnce haritala-sonra
dizi analizi yap” stratejisinde ilk 6nce insan genomu-
nun “klona-dayali-fiziksel-haritas1”  ¢ikartilmistir.
Klona dayali fiziksel haritalamada genom, kismi-
kesim metodu ile restriksiyon endoniikleaz enzimleri
kullanilarak 150.000 bg¢ uzunlugunda kesilir. Bu
DNA pargalari, BYK’lara yerlestirilerek BYK kiitiip-
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haneleri olusturulur. Her BYK klonu, karakteristik
bir restriksiyon-endoniikleaz-iiriin-dagilimi veya de-
seni (pattern) elde edilecek sekilde, segilen
restriksiyon endoniikleaz enzimleri ile tamamen kesi-
lir. Restriksiyon-endoniikleaz-tiriin-dagilimi1 agaroz
jel analizi vasitasiyla baz-gifti sayisi seviyesinde or-
taya cikartilir. Bu desenlerin karsilastirilmasiyla
klonlar arasindaki ortiismeler agiga ¢ikar ve belli bir
diizende siralanirlar. Sonug; ¢6ziiniirliigi 1 Milyon-
baz (Mb)’1n altina diismiis klona (niikleotid dizisine)-
dayali-fiziksel haritadir. Her BYK klonu restriksiyon
enzimleri ile daha kiiciik parcalara kesilip yeniden
klonlandiginda ise alt-klonlar olusur. Elde edilen alt-
Klonlara dizi analizi yapilir. Her alt-klonun dizileri
birlestirilerek BYK klonunun sekansina ulasilir. Ge-
nomu olusturan BYK kiimesinin niikleotid dizilerinin
birlestirilmesi ile biitiin genom dizisi ortaya ¢ikartilir.
Fiziksel haritalamanin dizi analiz kismi BYK’ lar
arasinda yapildigi icin BYK’ dan BYK’ ya yaklagim
olarak da adlandirilir (Venter vd., 1996).

3. OPTIKAL FiZiKSEL HARITALAMA

DNA dizi analiz teknolojisinde ilerlemeler olma-
sia karsin, seri-atig sekanslama stratejisiyle yapilan
bakteriyel genom projeleri is yiikii agisindan yogun
ve dolayisiyla pahalidir. Bu strateji ayrica bitirme
isleminin son asamasinda oldukca zor olan elle mii-
dahaleyi gerektirmektedir (Lim vd., 2001). Bu olum-
suzluklarm en aza indirilebilinecegi E. coli
0157:H7’nin Nhel ve Xhol optik haritalarinin olustu-
rulmastyla gosterilmistir. Ciinkli bahsedilen ¢aligsma-
daki genom haritalar1 yukarida anlatilan yontemler
yerine g¢ok-uzun-tek-sarmal DNA molekiillerinin
restriksiyon kesim desenlerinden optik kullanilarak
olusturulmustur.

Gilinlimiizde genom projelerine omurga olustura-
cak fiziksel haritalar, yukaridaki bahsedilen klona-
dayali-fiziksel-haritalama metodunun elektroforez
adimmin ¢ikartilmast ve tek DNA molekiiliiniin
restriksiyon patternlerinin floresans boyalar ile gorii-
niir hale getirilmesi, optik olarak goriintiilenip ol¢iil-
mesi esasina dayanan “optik haritalama” adi verilen
yontem ile yapilmaktadir (Schwartz ve Samad,
1997). Tek DNA molekiillerin kullanildigi optik hari-
talama, su andaki fiziksel haritalama stratejilerinin bir
alt grubunu olusturur (Lee vd., 1998) ve bu yontem
asagidaki deneysel adimlar ile gerceklestirilir,

1) BYK’dan elde edilen tek DNA molekiiliiniin bir
ucu yapiskan yiizeye baglanir.

2) Geri ¢ekilen hava-su ara yiizii tarafindan yiizeye
tamamen yapistirilarak uzatilir.

3) Uzatilarak diizlestirilmis DNA  molekiilleri
restriksiyon enzimleriyle kesilir.

4) YOYO-I floresan boya ile boyanir

5) Diiz bir diizlemde dizi seklinde ortaya ¢ikan hiza-
11 DNA molekiilciikleri goriintiilenip dlgiiliir.
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1. DNA ve cam ylizeyin
hazirlanmasi

2. DNA’nin cam yiizeye
diiz olarak yapistirilmasi

3. Yapistirilmig DNAnin
ylizeyde bir restriksiyon enzimi
ile kesilmesi

4. Kesilmis diiz makro DNA’larin
YOYO-1 floresan boya ile boyanmasi

5. Kesilmig diiz makro DNA diizleminin
floresan mikroskop ile resminin gekilmesi

6. Ayr ayri klonlardan gelen kesilmis
diiz makro DNA pargagiklarimin
baytikliklerinin él¢tlmesi ve
hizalanmasi ile klona ait ortak kesim
desenini eldesi

7. Ayn ayn klonlardan gelen ortak
kesim desenlerinin tekrar hizalanarak
genomdaki son siralarinin bulunmasi

Sekil 1: Optik genom haritalamanin deneysel temel adimlarinin sematik olarak gosterilmesi (Lai vd., 1999)

6) Benzer sekilde elde edilmis diger patternler ile
hizalanir (Sekil 1).

Floresan mikroskop, tek molekiil DNA dizicikle-
rinin  yiiksek-¢Oziiniirliikkte  (Aston vd., 1999)
restriksiyon kesim desenlerinin resminin gekilmesi;
boylelikle, gerekli olgiimlerin yapilabilmesini sagla-
yarak optige dayali fiziksel haritalarin ortaya ¢ikma-
sinda rol oynamustir. Byle optik haritalar, hem bii-
yiik-par¢a igeren klonlardan hem de genomik DNA’
dan direk elde edilebilinir ve genom projelerinde ter-
cih edilen seri-atis sekanslamasi i¢in bir omurga tes-
kil ederler (Aston vd., 1999). Genom projelerinde
boyle siralanmig-restriksiyon-harita omurgalari; dizi
dogrulamasi, ortiisen (kontig) parca birlesmesinde
hatalar1 tanimlama ve son birlestirme i¢in kullanilir.
Ayrica bu haritalar, eksik dizilerin biiyiikliiglini ve
yerlesimini Ol¢gmede kullanilarak rastgele-seri-atis
sekanslama adimimim yetersizliklerini telafi ederler
(Lim vd., 2001).

Bir tek DNA molekiilinden olusturulmus bir
restriksiyon haritasinin kalitesi; mikroskopun ¢ozii-
niirliigli, gorintileme sistemi, yilizey kosullart ve
restriksiyon-kesim reaksiyonunun kesim etkinligi
gibi birkag faktore baghdir. Ayr1 molekiillerden tiire-
tilmis eksik haritalarin toplulugundan sonlandirilmis
haritalar olusturmak amaciyla istatistiksel degerlen-
dirmeler kullanilmigtir. Bitirilmis harita, restriksiyon
kesim bolgeleri ile ilgili akla yakin hipotezlerin test
edilmesi ve veriye en uygun (olasi) hipotezin segil-

mesi ile hesaplanir. Amag, maksimum olasilikla veri-
len veri grubu ile en olas1 bir model bulmaktir. Her
model, restriksiyon kesimlerinin, boyutlama hatalari-
nin, yanlig optik kesimlerin ve yonelmeme, kayip ve-
ya kirik fragmentler ile sahte molekiillerin varligin-
dan ortaya ¢ikan hatalarin olasi sayisini igermektedir
(Lee vd., 1998).

3.1 Optik Haritalamanin Onemli Gelisim
Evreleri

Restriksiyon enzim tabanli klona dayali fiziksel
haritalama yaklagimlar1 arasinda bu yontemin gelisi-
mi, goriintiisii-zenginlestirilmis fluoresans
mikroskopisi araciligiyla soliisyon ortamindaki
floresans ile boyanmig tek DNA molekiillerinin hare-
ketinin ilk defa optiksel olarak bildirilmesi ile bas-
lamistir (Yanagida vd., 1986). Ilk yontemde, tek
DNA molekiilleri soliisyon ortamui yerine bir lam ve
lamel arasinda olusturulmus eriyik agaroz akisinda
uzatilmig ve molekiiller tamamiyla gevsemeden eri-
yik agaroz jel yari-kati hale getirilerek DNA diizlesti-
rilmis ve Yanagida ve arkadaslarinin yontemiyle go-
riintiilenmigtir (Cai, 1995). Ikinci yaklagimda, agaroz
yerine DNA’nin yapismasini ve gerilmesini saglayan
pozitif yiikli lizin ile kaplanmis lamel lizerine DNA
molekiilleri diiz sekilde yapistirilmistir. Uzamay1 ar-
tirmak i¢in DNA, lam lamel arasinda (kapali cam
sandvi¢) sikigtirlmistir. Tespit etme kosullari,
DNA’nin gerilme ve gevseme dengesi kurularak
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kontrol edilir. Kapali cam sandvi¢ yaklagiminmi kulla-
narak, siralanmig restriksiyon haritalar1 insan
Beckwith-Wiedeman lokusu, BRCA-2 lokusu ve fare
olfaktori lokusu i¢in Kullanilmustir (Lee vd., 1998).
Kapali cam sandvi¢ yaklasimi, DNA yapigma 6zelligi
gelistirilmis ylizeye DNA molekiillerinin kii¢tik bu-
harlasan damlalar igerisinde ¢arpmasindan sonra iKki
cam yiizey arasinda sivi Ornegin sikistirilmasi ile
DNA molekiillerinin uzatilmasi ve tespit edilmesi
seklinde daha da gelistirilmistir (Jing vd., 1998).
Boylece, buharlasma-sivi akis giicii ile diizlestirilmis
molekiiller, restriksiyon endoniikleazlarin ve DNA
polimeraz | gibi enzimlerin yaklasabilecegi sekilde
tespit edilir. Optik restriksiyon haritalamanin DNA
uzatma adimu gelistirilmis bir motor aracilifiyla sabit
olarak olusturulan meniskiise (sivi/hava arayiizey)
yardimiyla daha da gelistirilmistir. Meniskiisiin geri
cekilmesi esnasinda sivi yiizey gerilimi ile birlesen
hareket ve buharlasma giicleri DNA molekiillerinin
acilmasii ve diizlesen molekiillerin kuruyan yiizeye
yapismasini saglar. Bu metod, herhangi biiytikliikteki
DNA’y1 teorik olarak diizlestirebilir ¢iinkii yiizey ge-
rilimi ile olusturulmus diizlestirme giicii DNA mole-
kiil uzunlugundan bagimsizdir ve meniskiis hiz1
DNA’y1 kirabilecek hidrodinamik giigleri en aza indi-
rir (Yokota vd., 1997). En son gelistirilen bu uzatma
yaklagimi birbirine paralel ¢oklu kanal sisteminde Ki
sivt akis gilicline dayanmakta olup OptiChip’in olus-
turulmasinda kullanilmistir (OpGen Inc.).

Ik calismalarda, goriintiiler fotograf olarak top-
lanmig ve harita ortiigenleri elle birlestirilmistir (Lin
vd., 1999). Goriintiiler Gencol (Lim vd., 2001) bilgi-
sayar yazilimi ile toplanmakta, haritalarin birlestiril-
mesi Convex (Aston vd., 1999) ve Gentig (Lin vd.,
1999) yazilimlan ile saglanmaktadir. Daha sonralar
bu programlar tim islemi yapabilecek tek bir yazi-
limda toplanarak IP Lab Spectrum (Yokota vd.,
1997) ve Optical Map Maker (OMM) (Jing vd.,
1998) yazilimlar olarak gelistirilmistir. Tiim islemle-
rin tamamiyla otomatik yapilabilmesi i¢in optik hari-
talama ylizeyleri iizerine robotik yardimiyla tek DNA
molekiillerinin yerlestirilmesi, goriintileme ve analiz,
mikroskop kontrolii, makine vizyonu ve istatistiksel
analizlerin birlesik sistem sekline gelistirilmesiyle
basarilmistir (Schwartz, 1997). En son gelistirilen
“Optical Mapping Cluster” sistemi, Map Plot yazili-
mi1 gibi yazilimlar vasitasiyla iki E. coli susu arasin-
daki en kiigiik farklilig1 bile ayirt edebilecek hassasi-
yettedir (OpGen Inc.).

Bu caligmalarda  sogutmali-garj-kamerasinin
(cooled charged coupled device; CCD) kullanilma-
s1,YOYO-I floresan ile boyanmis tek DNA molekiil-
lerinin biiyiikliik algilanmasini 28 kb’dan 800 bg’ye
kadar diistirmiistir (Meng vd., 1995). Kapali cam
sandvi¢ yaklagimlarinin alt ve {ist ¢oziiniirliik sinirla-
r1, 60 kb ¢oziiniirliilk sinirma sahip jel-tabanli (yari-
kat1) yaklasima gore biiyiik bir ilerlemeyi ortaya ko-
yar. Biyoinformatik programlar, genomun tiiminii
temsil eden BYK kiitiiphanesi klonlarindan elde edi-
len restriksiyon enzim desenlerini karsilastirir ve or-
tiisen dizileri bir araya getirerek tiim genomun fizik-
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sel haritasinin olusmasinda yardimci olur (Lim vd.,
2001). Restriksiyon endoniikleaz kesiminin etkinligi,
restriksiyon haritalar1 bilinen kontrol molekiillerin
(Lamda faj DNA’s1) kesim araliklarinin sayilmasi ile
degerlendirilir. Biyoinformatik islemde, dnce her bir
klonun restriksiyon desenindeki dogru 100 DNA mo-
lekiilii lizerinde histogram analizi ile yapilir ve bu
deseni en iyi temsil eden 5-10 molekiil harita olustu-
rulmasinda kullanilmak i¢in segilir. Son harita,
patternleri ortiisen farkli klonlarin restriksiyon parga
biyiikliiklerinin dikkate alindigi “ortalama” olarak
olusturulur.

3.2 Optik Fiziksel Haritalama Yonteminde
Deneysel Adimlar

3.2.1 Organizmanin Genom BYK Kiitiiphanesi’
nin Olusturulmasi

Organizma genomu BYK Kiitliphanesi’ nin olus-
turulmasi bu organizmanin genomik DNA’ sinin par-
calamadan bir biitiin halinde izolasyonuyla baglar.
Genomik DNA istenen kalitede ise bu genomu seyrek
kesen restriksiyon enzimleri ile kesimi yapilir. Or-
nekler farkli-akim-alanli-jel-elektroforezi (PFGE;
Pulse Field Gel Elektroforezi) ile ayrilarak 150-200
kb biiytikliigiindeki genomik DNA pargalarinin bu-
lundugu jel bolgesi kesilerek almir ve bu kisimdaki
DNA saflagtirilir. Klonlama igin hazirlanan BYK
vektori ile genomik DNA parcgalari, DNA ligaz en-
zimiyle birbirine yapistirilir. Elektroporasyon yonte-
miyle bu E. coli’ ye transfer edilerek BYK kiitiipha-
nesi olusturulur (Meizhong, 2003).

3.2.2 BYK Klonlarmmin Optik Haritalanmasi

Kiitiiphaneden alinan her bir klonun optik harita-
lama yiizeylerine yapistirilmasi su asamalar igerir; 1)
lamlar DNA i¢in yapiskan hale getirilir, 2) BYK’dan
elde edilen genomik DNA, yapiskan hale getirilmis
lam ylizeye yayilir ve sivi akistyla DNA diizlestirilir.
Her lama yapistirma isleminde lambda faj DNA mo-
lekiilleri genomik DNA ile birlikte karistirilarak yii-
zeye yapistirilir; lambda faj DNA molekiilleri kesim
etkinliginin 6l¢iimii ve biiylikliik hesaplamasi igin bir
floresan standardi olarak kullanilir, 3) yapistirilmis
DNA restriksiyon enzimi ile Kkesilir, 4) YOYO-I ile
boyanir, 5) hassas floresan mikroskop ile goriintiiler
toplanir, ve 6) toplanmakta olan goriintiilerin iglemi
0zel yazilimlar vasitasiyla yar1 otomatik olarak yapi-
lir (Lim vd., 2001).

3.2.3 Biyoinformatik Analiz ile BYK Klonla-
rinin Genomdaki Yerlerinin Belirlene-
rek Organizmanmin Fiziksel Haritasinin
Olusturulmasi

Biyoinformatik yazilimlar kullanilarak her bir
klondan elde edilen restriksiyon enzim desenleri bir-
lestirilir. Bunun i¢in herbir klon desenine bir numara
verilerek etiketlenir. Etiketlenen klonlarin
restriksiyon enzim kesim bolgelerine bagl olarak
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ortiisen kisimlari birbiriyle hizalanir ve hizalanan
restriksiyon enzim patternindeki hatalar diizeltilerek,
eksikler giderilir ve haritanin son hali olusturulur
(Zhongwu vd., 1999).

4. OPTIKAL FiZiKSEL HARITALAMADA
OTOMASYON

Biiyiik DNA pargalari, OptiChip adi verilen bir
mikro-sivi lami iizerine yapistirilir. OptiChip, DNA
yapigmasina uygun hale getirilmis bir cam ylizeye
yerlestirilmis birbirine paralel kanalli bir maske ile
kaplanmistir. Bu kanallar ancak bir tek DNA sarma-
linin  sigabilecegi araliktadir. DNA  molekiild,
OptiChip’ in kanallarindan akarken, herbir DNA mo-
lekiilii tek bir kanal boyunca uzatilir ve yiizeye sabit-
lenir. Bu sayede 0.5 — 2.5 Mbg (milyon baz ¢ifti) bii-
yikliige sahip bir DNA molekiilii haritalanabilir.
Olusturulan son haritada herbir genomik DNA parca-
s1 50’den fazla temsil edilir. Son haritanin yiiksek
sayida ornekleme dayandirilmasi yiiksek dogruluga
sahip  olmasiyla  sonuglanir  (OpGen, Inc.,
http://www.opgen.com/default.aspx).

Bu dizilerin goriintiileri, bilgisayarli Optik Hari-
talama Istasyonu ile olusturulur. Bu istasyon,
OptiChip’ i otomatik olarak tarayan bir floresans
mikroskop igerir ve her alanda goriintii yakalayabilir.
Istasyon, optik dayamiklilik i¢in sabit bir tablaya
monte edilmis ve aydinlatma yiiksek giicte, kesintisiz
argon-ion lazer kullanimiyla saglanmistir (OpGen,
Inc.).
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5. SONUC VE ONEMIi

Giiniimiiz genom projelerine omurga olusturabi-
lecek fiziksel haritalar, tek DNA molekiiliiniin
restriksiyon desenlerinin floresan boyalar ile optikge
goriiniir hale getirilmesi ve optik olarak goriintiilenip
Olclilmesi esasina dayanan optik haritalama yonte-
miyle gergeklestirilmektedir. Optik Haritalama,
prokaryotik organizmalardan insana kadar ¢ok cesitli
organizmalarin fiziksel haritasinin ¢ikartilmasinda
basariyla kullanilmistir (Tablo 1). Genomun fiziksel
haritasinin ¢ikartilmasi, genom projelerinin dizi ana-
liz kisminin planlanabilmesini ve bdylece proje za-
mani ile biit¢cesinde tasarrufu saglar. Ciinkii sirast ve
biiyiikliigli bilinen BYK klonlari ile dizi analizi ko-
laylikla adim adim planlanabilmekte, ayrica,
biyoinformatik analizin BYK’lar i¢inde ve arasinda
daha kiiclik bolgelerin birlestirilmesinde kullanilma-
sindan dolay1 hata pay1 en aza indirilmistir. Fiziksel
harita, ilk 6nce yapildig1 i¢in genom dizi analiz proje-
si esnasinda veya sonunda eksik- bdlge problemi or-
tadan kalkar. Haritalama yiizeylerine, yogun olarak
yapistirtlmis BYK klonlarinin yiiksek c¢oziiniirliikte
optik haritalari, ortiisen klonlarin yiiksek ¢oziiniirlik-
te hizalanmasi sekanslama i¢in bir omurga olarak
hizmet eder. Yiiksek ¢oziintirliikteki bu restriksiyon
haritalar1 tiimiiyle-seri-atis sekanslama projelerinde
maliyeti arttiran ‘atasal fazlalik (dizi analizi yapilmak
zorunda bulunulan klon sayis1) miktarini’ indirge-
mektedir (Schwartz ve Samad, 1997). Bu nedenlerin
yaninda, genis ¢apli sekanslama projeleri i¢in yiiksek
¢Oziiniirliikteki fiziksel haritalarin yararlarini, ucuz ve
yiiksek ¢oziiniirliikte olmalarin dolay: da reddetmek
zordur.

Tablo 2: Optik Haritalama yoluyla fiziksel haritalari tamamlanmig organizmalar

GENOM (bg)

ORGANIZMA SINIFI BUYUKLOGO DERGI, SAYI VE YILI

Rhodobacter sphaeroides 2.4.1 bakteri 4,576,980 Genome Res. 13: 2142-2151, 2003.
Yersinia pestis KIM bakteri 4,570,000 Appl Enviro Microbio. 68: 6321-6331, 2002.
Escherichia coli O157:H7 bakteri 4,639,221 Genome Res. 11: 1584-1593, 2001.
Deinococcus radiodurans bakteri 2,600,000 Science, 285: 1558-1562, 1999.
Aspergillus fumigatus mantar ~35,000,000 OpGen, Inc.,Wisconsin — February 3, 2004
Candida albicans mantar ~16,000,000 Proc Natl Acad Sci, 92: 5164-5168, 1995
Saccharomyces cerevisiae dkaryot 12,500,000 Science, 262: 110-114, 1993.

Plasmodium falciparum okaryot 23,000,000 Nature Genetics, 23: 309-313, 1999.
Rhodospirillum rubrum ;Cg?g;g:ri 4,406,557 2005, Appl. Environ. Microbiol

Homo sapiens Y kromozomu, DAZ | insan 2.85 milyar Genome Res. 10: 1421-1429, 2000.

lokusu
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Optik haritalama, genom sekanslama ¢alismala-
rina biylik kolaylik saglayabilir. Insanda &limciil
hastaliklara neden olan mikroorganizmalara ait ge-
nomlarin fiziksel haritalar1 optik haritalama yontemi
ile hizl1 bir sekilde ¢ikarilmistir (Tablo 1). Sonug ola-
rak; optik haritalama ydntemi, Insan Genom Projesi-
nin eksik bolgelerinin tamamlanmasinin kolaylasti-
rilmasi ve genomlarin hizli parmak izlerinin ¢ikarti-
labilmesi ile insanda hastalik yapan diger mikroorga-
nizmalarin neden oldugu 6ldiriicii hastaliklarin onle-
nebilmesi ve etkin tedavi yontemlerinin gelistirilme-
sinde rol oynayacak bir acilima sahiptir.
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