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Ozet

Genel olarak DNA verisi olarak adlandirilan genetik veriler
biyoinformatigin en temel konularindan birini  teskil
etmektedir. Bu verilerin gésterimi yapilirken cesitli dizilime
yontemleri  kullanilmaktadir. Bu  bildiride bu dizileme
yontemlerine deginilecek ve De Bruijn graflari kullanilarak
basit DNA verileri tizerinde bastan kisa okuma déniistimiiniin
(de novo short read assembly) nasu yapildigi gosterilecektir.

Abstract

The purpose of this study is to analysis the genetics data, in
general named as DNA, which is the very main issue of
bioinformatics. It is aimed to use the methods of various
sequencing to demonstrate the aforementioned data. In this
study, it will be mentioned about the methods of sequencing
and will be used “De Bruijn Graphs” to show how to read
the de novo short read assembly on the DNA data..

1. Giris

DNA dizisi veya genetik dizi, gergek veya hayali bir DNA
molekiilii veya ipliginin birincil yapisina karsilik gelen harfler
dizisidir.

AAACAACTTCECGETAAGTATA

Sekil 1: Bir otomatik dizileme aracinin ¢iktisindan okunabilen
DNA dizisi

Bu dizide bulunan harfler 4, C, G, ve T 'dir, bunlar DNA
ipliginde bulunan adenin, sitozin, guanin, ve timin adli dort
bazi temsil eder. Tipik olarak bu diziyi olusturan harfler
birbirine bitisik olarak, aralarda bosluk olmaksizin yazilir,
ornegin AAAGTCTGAC gibi; bu dizinin soldan saga okunusu
5'-3' dogrultusuna karsilik gelir.

Fonksiyona gore bir DNA dizisine anlamli veya anti-anlamli
ve kodlayan veya kodlamayan olarak deginilebilir.

Bir DNA molekiiliiniin baz dizisinin okunmasmna DNA
dizilemesi denir.

2. Dizi formatlan

DNA dizilerinin biyoenformatik programlar1 tarafindan
okunmast igin belli standart formatlar olusmustur. Ornegin
bunlarin en yaygini olan FASTA formatinda birinci satir bir
">" semboliinii takibeden bir baglik igerir, onu izleyen
satirlarda ise DNA dizisi yer alir. Ornegin:

>gi|311883lemb|X72213.1| H.sapiens genomic DNA with
integrated fragment of HBV DNA

AATTCTGTGCGTCTCTGATGCTTTGTCCTCCAGCCCCC
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Sekil 2: Bir RNA zincirinde 5' -> 3' dogrultusu

Molekiiler biyolojide degrultu, bir niikleik asit ipligini
olusturan niikleotidlerin u¢ uca eklenme yoniiyle iligkilidir.
Kimyasal adlandirma konvansiyonu geregi, bir
niikleotid  seker halkasindaki karbon atomlar1 1', 2', 3', 4'
ve 5' olarak adlandirilir ("1 {issii" vb. olarak okunur). Niikleik
asitlerin dogada sentezlenmeleri sirasinda biiyiliyen zincirin
bir ucundaki seker grubunun serbest bir 3' hidroksil (-OH)
grubu vardir, 6biir ucundaki sekerin ise serbest bir 5'-
OH grubu vardir. Bu iki uca, sirastyla 3' ve 5' uglar1 denir.
Niikleik asidin sentezi sirasinda polimeraz enzimi 3'-OH
grubuna bir fosfodiester bagi ile yeni bir niikleotid baglar.
Konvansiyon olarak bir iplikli DNA ve RNA dizileri
yazilirken bazlarin kisaltmalari 5'-3' dogrultusunda yazilir[2].

3. DNA dizileme

DNA dizilemesi, bir DNA molekiiliindeki niikleotid bazlarinin
(adenin, guanin, sitozin ve timin) sirasinin belirlenmesidir.

DNA dizilerinin bilinmesi temel biyoloji, biyoteknoloji, adli
bilim, tibbi tan1 koyma gibi pek ¢ok sahada vazgecilmez hale
gelmistir. DNA dizilemesi biyolojik aragtirma ve kesifleri ¢ok
hizlandirmistir. Modern DNA dizileme teknolojilerin miimkiin
kildig1 hizli DNA dizileme sayesinde Insan Genom Projesi'nde
insan genomunun dizilenebilmistir. Benzer projelerle pekcok

hayvan, Dbitki ve mikrop genomunun tam dizisi
tiretilebilmistir.
[lk DNA dizileri 1970'erin  baslarinda iiniversite

arastirmacilari tarafindan iki-boyutlu kromatografiye dayanan
zahmetli yontemlerle elde edilmistir. Otomatik analizle ¢alisan
boya-tabanli  dizileme yontemlerinin gelisimiyle DNA
dizilemesi ¢cok daha kolaylagmis ve birkac biiyiiklilk mertebesi
hizlanmistir[3][4].

1970'Terin  baslarinda hizli DNA dizileme yontemlerinin
gelistirilene kadar, DNA dizilemesi icin ¢esitli zahmetli
yontemler kullanilmaktaydi.[5][6] Ornegin, 1973'te Gilbert
ve Maxam, dolasan benek analiz (wandering-spot analysis)



olarak adlandirilan bir yontemle 24 niikleotitin dizisini
yayimladilar[7].

Sanger ve arkadasglarmin  1975'%e  gelistirdigi  zincir
sonlandirma yontemi goreceli olarak daha kolay ve giivenilir
olmasindan dolayt kisa siirede en tercih edilen yontem
oldu[8][9].

3.1. Maxam - Gilbert dizilemesi

1976-1977'de Harvard Universitesi'nden Allan Maxam and
Walter Gilbert, DNA'nin kimyasal modifikasyonu ve
ardindan onun spesifik bazlarda kesilmesi esasina dayanan
bir DNA dizileme yontemi gelistirdi.[S] Maxam ve Gilbert
kimyasal dizileme yontemi hakkindaki makale, Sanger ve
Coulson'un arti-eksi dizilemesi hakkindaki makalesinden iki
yil daha sonra yayinlamasina ragmen, Maxam-Gilbert
dizilemesi daha popiiler oldu[8][10]. Bunun nedeni, Maxam-
Gilbert yonteminde saflastirlmis DNA'min  dogrudan
dizilenebilmesi, buna karsin ilk Sanger yonteminde tek
iplikli DNA {iretilebilmesi i¢in okunacak her DNA'nin ayrica
klonlanmasinin gerekmesiydi. Ancak, zincir sonladirma
yonteminin zaman iginde iyilestirilmesiyle M axam-Gilbert
dizilemesi gozden diistii, zira teknik karmasikligi onun
standart molekiiler biyoloji kitlerinde kullanilmasina olanak
vermiyordu, ayrica zararli kimyasallara gerek gosteriyordu ve
6lgeklenmesinde zordu[11].

3.2.Zincir sonlandirma yontemleri

Zincir sonlandirma yontemi (veya Sanger yontemi, onu
gelistiren Frederick Sanger'e atfen) Maxam ve Gilbert
yontemine kiyasla daha verimli oldugu, daha az toksik
kimyasal ve radyoaktivite gerektirdigi i¢in kisa siirede hizla
yayginlasti. Sanger yonteminin ana ilkesi zincir sonladirict
(ddNTP'ler)

olarak dideoksiniikleotit trifosfatlar

kullanilmasidir.

Zincir sonlandirmast DNA  dizilemesini son derece
kolaylastirmustir. Ornegin, ticari olarak elde edilebilen zincir
sonladirma kitlerinde dizileme yapmak igin gerekli olan
reaktantlar, taksim edilmis ve kullanima hazir sekilde
bulunur. Yontemin sinirh kalabilecegi durumlar, (1) primerin
DNA'ya non-spesifik baglanip DNA dizisinin dogru
okunmamasina neden olmast ve (2) DNA'daki ikincil
yapilarin dizinin sadakatine etki etmesidir.

3.3. Yuksek hacimli dizileme

Diisiik masrafli dizilemeye olan biiyiik talep, yiiksek hacimli
dizileme teknolojilerinin gelistirilmesine yol agmustir. Bu
teknolojilerde dizileme siireci paralellestirilerek binlerce veya
milyonlarca dizi aynt anda iretilir[12][13]. Yiiksek hacimli
dizileme teknolojilerinin amaci, standart boya sonlandirma
yontemleri ile mimkiin olan DNA dizileme masrafini
azaltmaktir[ 14].

3.4.Dizi analizi

Biyolojide dizi analizi bir DNA veya protein dizisini bir
bilgisayar kullanarak, biyoenformatik yontemlerle
incelenmesidir. Dizi analizi ana hatlariyla asagidaki konulari

kapsar:

1. Iki veya daha cok dizinin karsilastirilarak benzerliklerini
bulunmasi (dizi hizalama)

2. Bir dizinin iginde belli 6zellige sahip nokta veya bdlgelerin
bulunmasi.

3. Ornegin, dizi motifleri, okuma cerceveleri, intron ve ekson
sinirlari, ve gen diizenleyici elemanlar.

4. Genom haritalamast

5. Homolog dizilerin karsilagtirilarak filojenik aga¢ kurmak.

6. Protein yap1 tahmini

Kimyada dizi analizi, bir polimeri olusturan monomerlerin
dizisini ¢ézmek anlaminda kullanilir. Molekiiler biyoloji ve
genetikte bu isleme sadece dizileme denir.

4. De Bruijn graflar
Graf teorisinde, m sembollii, n boyutlu bir De Bruijn grafi
sembol dizileri arasinda Ortiismeleri gosteren yonlii bir graftir.
Bu grafin verilen sembollerin olasi tiim n uzunlugundaki

dizisinden olusan m adet diigiimii vardir. Aynt sembol bir
dizide birden ¢ok goriilebilir. S:={s,,s,,...,s } seklinde sembol
kiimemiz olsun, buna gore diigiimlerin kiimesi;

V=S ={(815-- 5815 81)s (Sp5ev58ps 8y)sevns (SpsevesSps S)s (Sp5eensSys

Sseees (Syp- 58, 8.} seklinde olur.

Diigiimlerden biri, tek bir yerde tiim sembollerin sola kaymasi
ve bu diigiimiin sonuna yeni bir sembol ekleyerek baska bir
diiglim olarak ifade edilebilir. Bundan sonra elde edilen
diigiimiin  6nceki  diigimden yonlii bir kenart vardir.
Bdylece yonlii kenarlarin kiimesi;

E={((v}sVpse e sV (W, Wos . s W )) V=W, Vo=Wo,ee,  VEW, ()
seklinde olur.

De Bruijn graflar1 Nicolaas Govert De Bruijn’den ismini
almasina ragmen, De Bruijn ve I. J. Good her ikisi
tarafindan bagimsiz olarak gelistirilmistir[15][16]. Cok daha
oncesinde, Flye Sainte- Marie tarafindan bu graflarin
ozellikleri dolayl olarak kullanilmigtir[17].

Ozellikler
e N=I ise herhangi iki diigiim arasinda bos kenar olmamasi
2

sartryla tiim diigiimler toplam m kenar ile baghdir.
e Her diigiimiin m adet girig ve ¢ikis kenar1 vardir.[18]

e Her n boyutlu De Bruijn grafi ayni sembollere
sahip n-1 boyutunda ydnlii line(yol) grafidir.

e Her De Bruijn grafi Euler ve Hamilton grafidir. Bu
grafin Euler ve Hamilton ¢evrimleri ( line grafin insasi
yoluyla bir digerinin esdegeri) De Bruijn dizisidir.

N=3 boyutlu ikili De Bruijn grafinin ¢izgi graf insas1 Sekil
3. de gosterilmistir. Ornekte gorebildigimiz gibi, n-1
boyutunda De Bruijn grafinin bir kenar1 n boyutlu De Bruijn
grafinin bir diigiimiine karsilik gelir. n-1 boyutlu De Bruijn
grafinda iki kenarli bir yola, n boyutlu De Bruijn grafinda
bir kenara karsilik gelir.
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Sekil 3: Bir De Bruijn Grafinin Insas1

4.1. Kullanim alanlari

. Bazi grid ag topolojilerinde

. Dagittk  hash  tablolarindaki Koorde
protokolii, De Bruijn graflarini kullanir.

. Biyoinformatikte bir genomun okunan

dizilerinin de novo yerlesimi i¢in de Bruijn graflar
kullanilir[19][20][21].

5. Basit DNA verisinin De Bruijn graflari ile
olusturulmasi[22]
Kisa okuma donistiiriicli(short read assembly) igin yeni
algoritmalarda g¢ogunlukla gen dizisi verisini gOsteren ve
saklayan De Bruijn graflart kullanilir. De Bruijn graflar
nedir ve ni¢in kisa okuma dizileri igin bu kadar popiilerdir.
Burada bunu agiklayacagiz.

De Bruijn grafi k-sembol bilesenlerle bir diziyi gostermenin
etkili bir yoludur. De Bruijn graflar1 genis 6l¢ekte problemler
icin kullanilmasina ragmen tartismamizi niikleotid dizileriyle
stnirli  tutacagiz. Cogunlukla makaleler De Bruijn
graflarindan gen dizisini elde etme ve kisa okumalardan
(short read) De Bruijn graflarini olusturma iizerinedir.
Burada ilk once bir gen dizisinin De Bruijn grafi ile
baslayalim sonrasinda bu graftan kisa okumalar nasil yapilir
onu agiklayalim.

Bir De Bruijn grafi, uzun veya kisa herhangi bir gen

Basit DNA Dizisi ATTGCAAGTCGATCATT

T-sembolll diflimler ATTGCAA

AAGTCGA
AGTCGAT
GTCGATC
TCGATCA
CGATCAT
GATCATT

De Bruijn Grafy
[ ArTecas |/ Trecasc ] TecaseT | ecascTc |3 caatcs ’j
L)| AAGTCGA |3 AGTCGAT |—p] GTCGATC |3 TCGATCA |—3{ CGATCAT |3 GATCATT |
Sekil 4: K=7 i¢in De Bruijn Grafi

Sekil 4’teki 6rnekte ATGGAAGTCGCGGAATC gen dizisi,
iginde oOrtigsme olan (6rnekte K=7) K- sembole boliinmiis
yonlii  bir grafin  digimleri her Dbiri 7-sembolle
olusturulmustur. Kenarlar orijinal dizi iizerinde 7-sembollii

komsular (digiimler) arasinda cizilmistir. Bu metot bagh
diigimlerdeki 6 (=K-1) niikleotidin 6rtiismesini saglar.

Orijinal gen dizisinde tekrar eden 7-sembollii (diigiim)
olmadigindan yukaridaki 6rnek basittir. Sekil 5’teki ornekte
bazi tekrar eden diigiimler var. Bu 6rnekte en yiiksek 5° agili
7-sembol (diigiim), en yiiksek 3’ ag¢ili 7-sembol (diigiim)’de
goriilmiistiir (her ikisi de mavi olarak gosterilmistir).

Basit DNA Dizisi ATGCTTGCATGCTTG

T-sembollii diiflimler ATGCTTG

De Bruijn Grafi

ATGCTTG |3/ TocTTee |3 GOITGCA |p( CTToCAT |3 mcm:’j
r L)|1mmc|_)[mmc1|—)-]c.\mcrr|_){;mma{—l

Sekil 5: K=7 i¢in De Bruijn Grafinda Dongii

Bu durumda De Bruijn grafinda bir dongi olusur. Sekil
5’teki Ornekte gosterilen diigiimler gen dizisinin her iki
sarmal1 i¢in gésterilmemesine ragmen, gergekte her diigim
Sekil 6’da gosterildigi gibi ¢ift sarmallidir.

Basit DNA Dizisi ATGGAAGTCGCTTCCAT

T-sembollli dii§limler ATGGAAG
TGGAAGT
GGAAGTC

De Bruijn Grafi

Sekil6: K=7 i¢in ¢ift sarmalli De Bruijn grafi

Sekil 6’daki ornekte en biiyiik 3” agili 7- sembollii (diigiim)
en Dbiyik 5 acili  7- sembollinin (diiglimiin)
tamamlayicisinin tersidir. Cift  sarmalli  De  Bruijn
graflarinin baglantilar1 buna goére olusturulur.

Kromozom 1 ATGGAAGTCGCG

Kromozom 2 GAGGAAGTCCTT

Kromozom 1

L GAAGTCE =3 ArcTecT |—{ AcTecrT |

Kromozom 1

Sekil 7: K=7 i¢in 2 ayr1 kromozomlu De Bruijn grafi

Sekil 7°de goriilen adimlar herhangi boyutta bilyiik bir gen
dizisinin De Bruijn graflariyla olusturulmasi tekrar edilebilir.
Bir gen dizisi 2 ayri kromozoma sahip olsada De Bruijn
graflari bu kromozomlarin Sekil 7°de goriildigi gibi K-
sembolliileri ortiisiirse ayr1 kalmayabilir.

Yukaridaki 6rneklerin hepsinde K=7 alindi, fakat K kiiciik
veya biiyiik bir tamsay: olabilir. K oldukga kii¢iik 1 olabilir.



Ancak Sekil 8’den gorebileceginiz gibi K=1 i¢in De Bruijn
graflari ¢ok kullanisgl degildir.

DMA Dizisi ATGGAAGTCGCGGAATC

1-sembolli dGEODm A

Sekil 8: K=1 i¢in De Bruijn grafi

6. Sonug
Amacimiz i¢in yukarida De Bruijn graflarint agikladik.
Buradan hareketle bu graflar ile ilgili su sonuglara varabiliriz.
1. Verilen herhangi bir gen dizisi ve K- sembollii ile basit
yapida bir De Bruijn grafini olusturabiliriz.
2. Daha biiyiik K-sembolliiler igin tek bir gen dizisini de
Bruijn graflarina doniistiirmek daha kolaydir.
3. Cok yiiksek boyutlu K-sembolliiler i¢in genellikle, grafi
saklamak ve islem yapmak icin daha fazla bilgisayar bellegine
gereksinim duyulur. Ayrica K degeri igin {ist sinir
ayarlanabilen ne kadar bellege sahip bir bilgisayara ihtiyag
duyulmasi bir tartisma konusudur.
Orneklerde gosterildigi gibi herhangi bir gen dizisini De
Bruijn graflarina kolaylikla doniistiirebiliriz.
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