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2237- DNA, RNA ve metilasyon dizilemesi i¢in kullanilan yeni nesil dizileme teknolojileri bir ¢ok bilim dah
iizerinde biiyiik etkiler olusturarak bilimsel ¢caliymalara yeni bakis agilar1 kazandirmistir. Yeni nesil dizileme
biiyiik dlcekli dizileme kapasitesi ile Sanger dizilemesine kiyasla ¢ok daha diisiik maliyetlere sahiptir. Yeni nesil

dizilemenin maliyet ve hiz avantajlar1 daha 6nceden neredeyse imkansiz olarak diisiiniillen ¢calismalarin yapilabilir
hale gelmesine olanak saglamistir. Bu gelismeler yapisal ve islevsel genomik anlayisimizi, temel genomikten entegre
sistomige kadar degisen bir cok omik kavramu ile genisletmistir. Bu derlemede genel olarak dizileme teknolojilerinden
ve yeni nesil dizileme teknolojisinin kullamldign omik alanlardan bahsedilmektedir.

Anahtar Kelimeler- Yeni Nesil Dizileme, Yiiksek Ciktili Dizileme, Omik Bilimler

great impact on many scientific disciplines and has given new perspectives to scientific studies. The next-

generation sequencing has much lower cost than the Sanger sequencing with its large-scale sequencing
capability. The cost and speed advantages of the next generation sequencing have made it possible to make work
previously considered impossible studies. These developments have expanded our structural and functional genomics
understanding with many omics area, ranging from basic genomics to integrated systeomics. This review mainly
discusses the sequencing technology and the application areas of the new generation sequencing technology.

Q bstract -Next-generation sequencing technologies for using DNA, RNA and methylation sequencing has made a
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I. GIRIS

Niikleik asit dizilemesi belirli bir DNA veya RNA molekiilinde bulunan niikleotidlerin kesin sirasini
belirlemek i¢in kullanilan bir yontemdir. Poliniikleotid zincirlerindeki niikleik asitlerin dizilimleri canlilarin
kalitsal ozelliklerine iliskin bilgileri igermektedir. Dolayisiyla bu dizileri belirlemek biyolojik arastirmalar igin
biiyiik 6nem tasimaktadir. Bu nedenle yillar boyunca arastirmacilar DNA dizilerini belirlemek i¢in bir ¢ok
calisma yapmustir. i1k dizileme cabalari tek iplikli RNA bakteriyofajlarmin genomlar iizerine yogunlasmistir. Bu
genomlarin tamamlayici bir iplige sahip olmamasi ve okaryotik genomlara gére ¢ok daha kisa olmalari nedeniyle
dizilemek i¢in olduk¢a elverigli oldugu distniilmistir [1]. 1976 yilinda tek iplikli bir RNA viriisii olan
bakteriyofaj MS2’nin tiim genomu dizilenmistir [2]. 1977 yilinda dizileme yontemleri ile molekiiler biyoloji
biliminde donitim noktasi olusturan iki makale yayimlanmustir. Bunlardan birincisi Maxam-Gilbert yontemi
olarak bilinen DNA dizilerinin ¢esitli kimyasal reaksiyonlar ile boliinmesi ve reaksiyon ftriinlerinin jel
elektroforezi ile ayrildig1 bir yontemdir [3]. Diger yontem ise Sanger yontemi olarak bilinen DNA dizisinin baz
spesifik bir sekilde sonlandirilmasina neden olan dideoksiniikleotidlerin kullanildig1 bir yontemdir [4]. DNA
dizilemesine atilan ilk biiyiik adim 2003 yilinda tamamen biten ve 13 yil siiren insan Genom Projesi olmustur.
Insan Genom Projesi Sanger dizilemesi olarak bilinen birinci nesil dizileme yontemi ile gerceklestirilmistir.

Insan Genom Projesinden sonra dizileme maliyetinin diisiiriilmesi ve dizileme siiresinin kisaltilmasi
amaciyla ABD Ulusal Saglik Enstitiisii tarafindan yeni dizileme teknolojilerinin gelistirilmesi tesvik edilmeye
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baslanmustir. Bu ¢abalar sonug vererek nanopor teknolojisine kadar giden yolun onii agilmistir. Gelistirilen yeni
nesil dizileme teknolojisi ile birlikte ayn1 anda milyonlarca dizileme islemi paralel olarak ¢ok diisiik maliyetlerle
yapilabilir hale gelmistir. Paralel olarak dizileme yapabilme avantaji insan genomunun bir giinden daha kisa bir
sirede dizilenebilmesine olanak saglamistir. Yeni nesil dizilemedeki bu gelismelere es zamanl olarak
biyoinformatik araglarin gelistirilmesi hem kiigiik hem de biiyiik arastirma gruplarinin ilgilendikleri organizma
icin genom dizilerini, transkriptom bilgilerini ya da metilasyon bolgeleri gibi bir ¢ok bilgiyi elde etmesini
saglamigtir [5].

Son on yilda diisitk maliyetli ve yiiksek ¢iktili dizileme yapabilen bir ¢ok yeni nesil dizileme platformu
gelistirilmistir [6]. Gelisen teknolojilerin birbirine benzerlik ve farkliliklari nedeniyle yeni nesil dizileme
teknolojileri ikinci ve liglincii nesil dizileme teknolojileri olarak ikiye ayrilmaktadir. Bu makalede temel olarak
dizileme teknolojilerinden ve yeni nesil dizileme teknolojilerinin kullanildigi omik alanlardan bahsedilmektedir.

Il. DIiZILEME TEKNOLOJILERI

A. Birinci Nesil Dizileme

Watson ve Crick’in DNA’nin ¢ift sarmal yapisini yayimlamasindan on iki yil sonra ilk poliniikleotid
dizisi belirlenmistir. Bu niikleotid dizisi 77 baz uzunlugunda olan maya alanin tRNA’sidir. Fakat kullanilan
yontemin zaman almasi ve zahmetli olmasi nedeniyle dizinin belirlenmesi yillar almigtir [7]. 1976 yilinda benzer
bir yontem kullanilarak genomu 3569 niikleotid uzunlugunda olan bakteriyofaj MS2 dizilenmistir [2]. 1977
yilinda DNA dizileme igin iki yontem ortaya ¢ikmistir: Maxam-Gilbert yontemi ve Sanger yontemi [3,4].

Maxam-Gilbert yontemi, kimyasallar kullanilarak farkli boyutlarda DNA pargalarini olusturulmasi
esasina dayanmaktadir. Dort farkli tiip igerisinde DNA’nin belli bazlardan kirilmasini saglayan kimyasallar
kullanilarak DNA pargalar1 elde edilir. Elde edilen DNA parcalar1 jelde yiiriitiiliir ve biiyiikliiklerine gére DNA
dizisi belirlenir [3]. Fakat tehlikeli kimyasallar kullanilmasi ve Sanger’e gore daha yavas bir yontem olmasi
nedeniyle Sanger yontemi bilim adamlar1 tarafindan daha ¢ok tercih edilir bir hale gelmistir.

Sanger yontemi, DNA dizileme teknolojisi i¢in ¢1gir acan bir bulustur. Zincir sonlandirma teknigi DNA
iplikgiklerinin monomeri olan deoksiriboniikleotidlerin (dNTP’ler) kimyasal analoglarmm kullanilmasi ile
gerceklestirilmektedir [4]. Dideoksiniikleotidler (ddNTP’ler) DNA zincirinin uzatilmasi igin gerekli olan 3’
hidroksil grubundan yoksun olduklart igin bir sonraki dNTP’nin 5 fosfati ile bir bag olusturamazlar [8].
ddNTP’ler standart ANTP’ler ile belli bir konsantrasyonda karistirilarak DNA uzatma reaksiyonunda kullanilirsa,
rastgele zincir sonlanmalar1 olur ve miimkiin olan biitiin kombinasyonlarda DNA zinciri olusturulur. Her bir
ddNTP cesidi i¢in dort paralel reaksiyon gerceklestirilerek jelde yiiriitme islemi yapilir. Jel {izerinde daha kiigiik
olan parganin daha uzun mesafe alacagi goz oniinde bulundurularak niikleotid dizisi belirlenir. Sanger
yonteminin otomatize edilmesi ile beraber yaklasik 30 yil boyunca piyasaya hakim olmustur ve altin standart
olarak kullanilmugtir [9].

Birinci nesil DNA dizileme cihazlari 1 kilobazdan (kb) biraz daha kisa okumalar yapabilmektedir. Daha
uzun bolgelerin dizilenmesi i¢in ise “shotgun dizileme” yontemi kullanilmigtir. Bu yontem ile dnce dizilenmek
istenen bolge parcalara ayrilmakta ve dizileme sonrasinda tekrar birlestirilmektedir [10]. Insan genom projesi
shotgun dizileme yontemi kullanilarak 3 yillik bir stirede bitirilmistir [11].

B. Ikinci Nesil Dizileme

Son on yilda gelistirilen yeni dizileme teknolojileri hizli bir sekilde ¢aligmalarda kullanilir hale gelmistir.
Insan genomunun ilk kez dizilenmesi birinci nesil dizileme teknolojisi kullanilarak gerceklestirilmistir [11].
Fakat sonraki dizileme teknolojileri gelistirilerek ¢ok sayida paralel dizileme teknigi ile yiiksek hizli ve diisiik
maliyetli hale getirildi. ilk ortaya cikan ikinci nesil dizileme teknolojisi DNA sentezi sirasinda DNA zincirine
niikleotid eklenmesiyle ortama salinan pirofosfat’in bir gesit enzimatik reaksiyonlar sonucunda ortaya ¢ikardigi
151k siddetine gore niikleotidin belirlenmesini saglamaktadir. Pirodizileme adi verilen bu yontem DNA
polimerazin dogrudan etkisini gerektirdigi icin sentez yoluyla dizileme (sequencing by synthesis) prensibine
dayanmaktadir [12]. Bu teknoloji dizileme reaksiyonlarinin paralel bir hale getirilmesi ile ayni anda dizilenen
DNA miktarini biiyiik 6l¢iide arttirdiklari igin dizileme teknolojisinin tarihinde bir doniim noktasi olmustur[13].

Bu basaridan sonra birgok paralel dizileme teknigi ortaya ¢ikmistir. Her bir teknoloji avantajlar1 ve
dezavantajlar1 nedeniyle piyasa iizerinde farkli etkiler gostermistir. ikinci nesil dizileme teknolojileri
pirodizileme teknolojisini kullanan 454 makinesi ile baglamis ve daha sonrasinda Illumina tarafindan satin alinan
Solexa ile devam etmistir. Solexa’da 454 teknolojisi gibi sentez yoluyla dizileme teknolojisi prensibine




dayanmaktadir. Kati1 ylizeye baglanmis olan DNA iplik¢iklerinin sentezi sirasinda ortamda bulunan florasan
isaretli ANTP’ler bir 1s51ma gergeklestirir ve bu 1gimalar yiiksek ¢oziiniirliiklii kameralar ile kayit altina alinarak
dizi belirlenir [14]. Ilk zamanlarinda gok kisa okumalar (35 baz) yapilabiliyorken zamanla okuma biiyiikliikleri
artirilarak daha uzun okumalar (300 baz) yapilabilir hale getirilmistir. [15]

Bu iki dizileme teknolojisinden sonra iigiincii segenek olarak Applied Biosystem tarafindan SOLID adi
verilen bir teknoloji gelistirildi. Bu teknoloji sentez yoluyla dizileme degil ligasyon yoluyla dizileme pensibine
dayanmaktadir. DNA polimeraz yerine DNA ligaz enzimi kullanilir ve florasan isaretli oligoniikleotidlerin
ligasyonuna bakilir. Ligasyon sonrasinda ise problarin isaretli olan ucu kesilerek dongii devam ettirilir [16]. Bu
teknoloji Illumina makinelerinin elde ettigi okuma uzunlugu ve kapsam (covarege) degerlerini elde edemiyor
olsa da baz bagina diisen maliyet bakimindan hala rekabet edebilmektedir [17]. Son goze g¢arpan ikinci nesil
dizileme platformu ise lon Torrent platformudur. lon Torrent teknolojisi, florasan ya da liminesans
kullanmamasi nedeniyle diger yontemlerden ayrilmaktadir. Bu teknoloji DNA sentezi sirasinda hidrojen
iyonlarinin serbest birakilmasindan kaynaklanan pH’daki degisimi hesaplayarak dizileme yapmaktadir [18]. lon
Torrent teknolojisi her ne kadar homopolimer bolgelerinde hatali okumalar yapiyor olsa da diger yontemlere
gore ¢ok hizl dizilemeler yapabilmektedir [19].

DNA dizileme teknolojilerinde yapilan bu degisim DNA dizilemedeki zorluklar1 kaldirarak maliyeti
diistirdiigii i¢in genomik devrim olarak adlandirilabilir. Son yillarda Illumina dizileme platformu piyasanin
biiyilk bir kismma hakim olarak ikinci nesil dizileme sistemleri igerisinde en basarili sistem olarak
adlandirilmaktadir [20].

C. Ugiincii Nesil Dizileme

Dizileme teknolojilerinin kusaklara ayrilmasi konusunda biiytik tartigmalar bulunmaktadir. Tek molekiil
dizileme (Single Molecule Sequencing) ve ger¢ek zamanli dizileme igiincii nesil dizileme sistemlerini daha
onceki nesillerden ayiran basit farklardir. Uglincii nesil dizileme ayrica daha énceki teknolojilerden farkli olarak
DNA amplifikasyonuna ihtiya¢ duymamaktadir [21].

Ugiincii nesil dizileme teknolojilerinden biri olan tek molekiil dizileme teknigi ilk olarak Helicos
BioSciences tarafindan gelistirilmisticr [22]. Bu teknolojinin Illumina teknolojisinden tek farki kopri
amplifikasyonuna ihtiya¢ duymaksizin tek molekiil iizerinden dizileme yapabilmesidir. Bunun disinda Illumina
teknolojisine benzer bir sekilde florasan isaretli dNTP’lerin, DNA polimeraz aktivitesi sirasinda eklenmesi
sonucunda ortaya ¢ikan 1gima miktarina gore dizileme yapilmaktadir [23]. Nispeten yavas ve pahali bir teknoloji
olmasima ragmen amplifiye edilmemis DNA’y1 dizilemeye olanak saglayan bir teknolojidir [24].

Popiiler olan iigiincii nesil dizileme teknolojilerinden birisi de Pacific Biosciences’in PacBio
makinelerinde bulunan ger¢ek zamanli tek molekiil dizileme (Single Molecule Real Time) teknolojisidir [25].
Gergek zamanh tek molekiil dizileme teknolojisinde Zero-mode waveguide (ZMW) ad1 verilen nano yapidaki
bosluklar icerisinde DNA polimerazin aktivitesi ger¢ek zamanl olarak izlenmektedir. Bu teknoloji ile dizileme
islemi DNA polimeraz hizi ile paralel oldugu i¢in ¢ok hizl bir sekilde gergeklestirilmektedir. PacBio makineleri,
10 kb’yi agan okumalar yapabildigi i¢in de novo genom dizilemeleri konusunda biiyiik 6nem tagimaktadir[21].

Uciincii nesil dizileme teknolojileri icerisinde gelecegi en parlak gériinen teknoloji nanopor dizilemedir
[26]. Nanopor teknolojisi, membran iizerine sabitlenmis olan nano boyuttaki porlar igerisinden molekiillerin
gecisi sirasinda iyonik akimin 6l¢iilmesi prensibine dayanmaktadir. Degisen iyonik akimin 6lgtilmesi ile birlikte
pordan gecen molekiiliin tanimlanmasi yapilabilmektedir. Pordan gecis sirasinda gecis yapan molekiil iyonik
akimin azalmasina neden olmaktadir. Her molekiiliin iyon akimi iizerindeki etkisinin farkli olmasi nedeniyle
tanimlama yapilabilmektedir [27]. Uygun boyutta porlar kullanildiginda her bir niikleotid iyonik akim {izerinde
farkli degisimlere neden oldugu icin degisim oOlgiilerek dizileme yapilabilmektedir. Oxford Nanopore sirketi
MinION, PromethION ve SmidgIlON platformalarinda bu teknolojiyi kullanmaktadir [26]. Nanopor
teknolojisinin her ne kadar hatali okuma orani yiiksek olsa da DNA dizilemesi konusunda ezber bozan bir
teknolojiyi temsil etmeleri, uzun okumalar yapmalari, daha 6nceki teknolojilere gére ¢ok daha ucuz ve hizh
olmalar1 nedeniyle olduk¢a 6nemlidir [28].

D. [kinci ve Uciincii Nesil Dizileme Yontemlerinin Karsilastirilmast

Ikinci nesil dizileme teknolojilerinin aksine iigiincii nesil dizileme teknolojileri DNA amplifikasyonuna
ihtiyag duymamaktadir. Ugiincii nesil dizileme teknolojilerinde ikinci nesil dizileme teknolojilerine kiyasla az
miktarda baslangig meteryali yeterlidir [21]. Ugiincii nesil dizileme ydntemleri, DNA polimerazin katalitik
aktivitesi ve yiiksek hizi sayesinde daha uzun ve hizli okumalar yapabilmektedir. Bu iki dizileme sistemi




arasindaki diger bir farklilik ise ikinci nesil dizileme yontemlerinde RNA dizilemesi sadece cDNA dizilemesi ile
gerceklestirilebiliyorken bazi tiglincii nesil dizileme yontemlerinde RNA dogrudan dizilenebilmektedir [29].

Ortaya ¢ikan veri bakimindan karsilastirildiginda her iki nesilde de biiyiik veri hacmi nedeniyle karmasiklik
vardir. ikinci nesil dizileme teknolojilerinde elde edilen verilerin analizinde temel sikintilar okuma
uzunluklarmdan kaynaklanirken tigilincii nesil dizilemelerde genellikle okuma hatalarindan kaynaklanmaktadir.
Ugiincii nesil dizileme okumalarmimn ikinci nesil dizileme yontemlerine kiyasla uzun olmasi nedeniyle de novo
montaj sirasinda birlestirilebilen okuma sayist daha fazladir. Aynit zamanda iigilincii nesil dizileme okumalari
ikinci nesil dizileme okumalarmin hizalanmasi sirasinda referans olarak kullanilabilmektedir.

I1l. YENINESIL DIZILEME CALISMA ALANLARI
A. Genom Dizileme

Dizileme teknolojilerindeki ilerlemeler genom dizilemenin daha kolay, daha ucuza ve daha hizli bir
sekilde yapilabilir hale gelmesine olanak saglamistir. Yeni nesil dizileme mikroorganizmalardan insanlara kadar
bir ¢ok genomu dizilemek icin kullanilmistir. Genom dizileme temel olarak ii¢ basamaktan olusmaktadir. ilk
olarak genom gesitli yollarla dizileme yapilacak olan platforma gore pargalara ayrilir. Bunun igin gesitli enzimler
ya da sonikator kullanilabilir. Ikinci basamak ise elde edilen DNA pargalarinim tek yonlii ya da ¢ift yonlii olarak
dizilenme islemidir. Tek yonlii okumada dizileme cihazi her bir par¢ayr sadece bir ucundan dizilerken ¢ift yonli
okumada ise her bir par¢anin iki ucundan da dizileme islemi yapilir. Genom dizilemenin ii¢ilincli basamag ise
elde edilen verilerin analizidir [30]. Daha once dizilenmemis genomlarin dizilenmesinde okuma uzunluklari
biiyiik 6nem tagimaktadir. Referans genom bulunmadigi durumlarda okumalar ug uca birlestirilerek genom elde
edilmeye calisilir. Bu yontem de novo montaj olarak adlandirilmaktadir [31]. Fakat bu yontem ile okumalarin
birlestirilmesi sirasinda, 6zellikle tekrar bolgelerinde biiyiik sikmtilar ortaya ¢ikmaktadir. Bu nedenle okumalarin
uzun olmasi ozellikle referans genomu bulunmayan orneklerde de novo montaji kolaylastirmaktadir. Referans
genomu olan Orneklerde ise analiz asamasi daha kolaydir. Biitiin okumalar referans bir genoma hizalanarak
birlestirilmektedir. Boylece genom dizilimi elde edilebilir [32].

Her ne kadar yeni nesil dizileme yontemleri ile genom dizileme maliyetleri diismiis olsa da bu yontem
rutin olarak kullanilmak i¢in halen pahali bir yontemdir. Bu nedenle genom dizilimine alternatif olarak ekzom
dizileme ve hedeflenmis dizileme gibi alternatif yontemler bulunmaktadir.

B. Ekzom Dizileme

Ekzom dizileme 2009 yilinda genomun tiim protein kodlama bdlgelerini (ekzonlari) dizilemek amaciyla
gelistirilen bir tekniktir [33]. Ekzom, genom igerisinde %2’den daha kiigiikk bir alan kaplamasmna ragmen,
hastaliklara neden olan varyasyonlarm %85°lik kismini tasimaktadir [34]. Ekzom dizileme genellikle hazir
hibridizasyona dayali zenginlestirme kitleri kullanilarak gergeklestirilmektedir. Her ne kadar hazir kitlerin
tamami ekzom dizileme i¢in kullaniliyor olsa da tasarimlar1 ve performanslariyla birbirlerinden farkliliklar
gostermektedir. Bazi kitler yalnizca protein kodlama bolgelerini igeriyorken diger kitler kodlanmamig RNA’lar
(mikro RNA’lar dahil), 5° ve 3” kodlanmayan bolgeleri de igermektedir [35].

Hastaligin hangi lokustan kaynaklandig: bilinmedigi zamanlarda ekzom dizileme cazip bir secenektir.
Simdiye kadar ekzom dizilme, 150’den fazla hastaligin geninin belirlenmesini saglamigtir. Ancak ekzom
dizileme ile elde edilen verilerin bilyiik bir kismi, bir hastalikla iliskili olmadigi i¢in verilerin yorumlanmasinda
zorluklar bulunmaktadir [36].

C. Hedeflenmis Dizileme

Genom dizileme, o6zellikle tibbi analizlerde yaygin olarak kullanilmak i¢in halen pahalidir. Bu nedenle
sadece hedef bolgelerin dizilenmesi genom dizilemeye gore iyi bir alternatif olusturmaktadir [37]. Hedeflenen
bolge bir ekzondan genomun biiyiik bir boliimiine kadar degisebilmektedir. Kiigiik hedefler i¢in genellikle PCR
kullanilirken biiyiik hedefler i¢in ise genellikle oligoniikleotid problar ile hibridizasyon yontemi kullanilmaktadir
[38, 39]. PCR tabanl yontem dogrudan DNA ile bagslarken, hibridizasyon temelli yontemlerde kullanilacak olan
cihaza (platform) uygun kiitiiphanenin hazirlanmasi gerekmektedir.

Hedefe yonelik dizileme igin PCR primerleri ya da problar tasarlanarak kullanilabilir [38, 39]. Fakat
tasarim yapmanin zorluklari nedeniyle farkli amaglara yonelik ticari olarak {iretilen bir ¢ok hazir kit
bulunmaktadir. Hazir kitler genellikle iyi performans gosterirken 6zel olarak tasarlanan paneller ¢cogu zaman
optimizasyon gerektirmektedir. Hibridizasyon temelli yontemler igin tipik optimizasyon adimlari, okuma
uzunluklarmin boyutunun ayarlanmasi ve eger gerekli ise problarin yeniden tasarlanmasini igermektedir [40].




PCR temelli hedefe yonelik dizileme islemlerinde, optimizasyon ¢alismalart hibridizasyon temelli yontemlere
gore biraz daha zordur. Ilk olarak primer tasarimi sirasinda PCR iiriinlerinin boyutunu kullanilacak platform goz
ontinde bulundurularak belirlemek gereklidir. Hedef bolgenin biiyiikliigiine gore primer sayist degiskenlik
gostermektedir. Primer sayisi fazla oldugu durumlarda genellikle multipleks PCR tercih edilmektedir. Bu
nedenle primerler arasindaki etkilesimlerin iyi bir sekilde hesaplanmasi gerekmektedir. Gerekli olan durumlarda
reaksiyon sayis1 arttirilabilir ya da primerler yeniden tasarlanabilir.

Hedefe yonelik hazir kitler i¢in in vitro diagnostik (IVD) sertifikasi o iiriiniin gecerliligi i¢in resmi bir
sertifikadir. Her ne kadar hazir kitlere yogun bir talep olsa da IVD sertifikasi almak i¢in gerekli on testlerin
maliyetinin ¢ok yiiksek olmasi nedeniyle bu sertifikaya sahip olan iiriin sayisi ¢ok azdir.

Hedefe yonelik dizileme yontemlerinde diger bir énemli nokta ise arzu edilen kapsam degerlerinin elde
edilmesidir. PCR ile hedefe yonelik dizileme sirasinda elde edilen kapsam degerleri amplikasyon miktar ile
dogru orantilidir. Kiiciik hedef bolgeler icin amplikasyon miktar1 yiiksek olurken primer sayisinin arttigi biiyiik
hedef bolgelerinde amplikasyon miktar1 azaldigi igin istenilen kapsam degerlerine ulasmakta zorluk
¢ekilmektedir. Bu nedenle optimizasyon asamalari istenilen kapsam degerine ulagmak igin biiyiik 6nem arz
etmektedir.

D. Transkriptomik ve RNA Dizileme

RNA dizileme (RNA-seq) bir organizmanin yasam doéngiistiniin herhangi bir aninda hiicrelerindeki gen
ekspresyon miktarini belirleyen yeni nesil dizileme yontemidir [41]. Hiicrelerde belirli kosullar altinda bulunan
transkript gesitlerinin tamamina transkriptom adi verilmektedir. Sadece genom verileri genlerin fonksiyonlarinin
anlasilmasi igin yeterli degildir. Bu nedenle transkriptom verilerine ihtiya¢ duyulmaktadir. RNA dizileme ile
genom lzerinde ifade edilen bolgeler yiiksek giivenirlik ve duyarlilikla nicel olarak belirlenebilmekte ve bu
bolgelerin haritalar1 ¢ikarilabilmektedir .

fkinci nesil dizileme yontemleri gerceklestirilen ile transkriptomik calimalar, genomik dizileme
yontemlerine ek bir asama eklenmesi ile gerceklestirilmektedir. Ilk olarak dizilenmek istenen RNA’lar ters
transkripsiyon ile cDNA’ya doniistirilmektedir ve daha sonra dizileme yapilacak platforma uygun
biiyiikliiklerde parcalanarak dizilenmektedir [42].

RNA dizileme daha yeni bir teknoloji olmasina ragmen kendisinden énce bulunan teknolojilere gore bir
cok avantaj sunmaktadir. ik olarak RNA-seq igin canlinin genomik bilgilerine gerek yoktur. Yani daha o6nce
genomik calismasi yapilmamig olan canlilarin transkriptomik calismalar1 yeni nesil dizileme ile
yapilabilmektedir. RNA-seq’in diger bir avantaji ise tek bazda olan degisimin bile ayirt edilebilmesidir. Bu
sayede RNA izoformlarmin belirlenmesinde diger yontemlere gore ¢ok daha biiyiik kabiliyete sahiptir. Ayni
zamanda elde edilen RNA-seq verileri diger yontemlere gore ¢ok daha hassas ve dogru bir sekilde elde
edilmektedir [43].

E. Metagenomik ve Mikrobiomlar

Metagenomik, mikrobiyal bir toplulugun toplam genom igeriginin incelenmesine verilen isimdir.
Metagenomik ¢aligmalarda, toplam DNA/ RNA mikrobiyal popiilasyondan kiltiirti yapilmadan izole edilerek
dizilenmektedir. Daha sonra bilinen tiirlerin belirlenmesi ve daha 6nce bilinmeyen tiirlerin kesfedilmesi i¢in
onceden bilinen dizilerle karsilastiriimaktadir [44]. Mikrobiyal topluluklarin izole edildigi ortamlardan bazilarina
gida, su, atiklar, gesitli insan ve hayvan yerlesim alanlar1 6rnek olarak verilebilir. Bunlarin disinda hastaneler,
yaygin olarak mikroorganizmalar1 igeren ve ¢ok calisilan ortamlardandir [45]. Yapilan ilk mikrobiyolojik
caligmalarda 16s rRNA genleri hedef alinmis, Roche ve Illumina platformlar1 kullanilarak maden alanlari,
korfezler, denizler ve okyanuslarin yiizey sularini hedef alan yeni nesil dizileme mikrobiyal ¢aligmalarindan
farkli tiirler tanimlanmustir [46].

Insan viicudunda bulunan mikroorganizmalarm tamamma mikrobiyom adi  verilmektedir.
Mikrobiyomdaki genlerin sayisinin insan genomundaki genlerden 100 kat daha fazla oldugu tahmin edilmektedir
[45]. Ayn1 zamanda bireyler arasindaki mikrobiyomlarin %80-90 oraninda farkli oldugu tahmin edilmektedir. Bu
bulgular kisisellestirilmis tipta hastanin kigisel genomunu hedef alan yaklagimlarin yerine mikrobiyomu hedef
alan ¢aligmalarin daha verimli olabilecegini gostermektedir. Mikrobiyomlar bagirsak, deri, vajina ve oral
mukozayl da igine alan gesitli anatomik habitatlar1 igermektedir [47]. Yeni nesil dizilemedeki ilerlemeler ve
analiz yontemlerinin gelismesi ile birlikte mikrobiyomlarin insan sagligina etkilerini anlamak amaciyla yapilan

calisma sayisi gittikce artmaktadir




F. Metilomik ve Epigenomik

DNA dizisinde herhangi bir degisiklik olmamasma ragmen, DNA iizerinde meydana gelen
modifikasyonlarla gen ekspresyonunun diizenlenmesi epigenetik olarak adlandirilmaktadir. Epigenomik, bir
hiicredeki genetik materyalin {izerinde gerceklesen epigenetik modifikasyonlarinin tamaminin ¢aligildigr omik
dalhidir [48]. Metilomik ise genom iizerindeki DNA metilasyonlarinin analizleri ve bunlarin gen ekspresyonu
tizerindeki etkilerini inceleyen omik dalidir [49]. DNA dizilerindeki metilasyonlarin kanser gibi bir ¢ok hastalik
ile iligkili oldugu bilinmektedir [50].

Bakterilerin yasadigi g¢evre sartlart oldukga dinamiktir. Gen ifadesinin epigenetik diizenlenmesi,
bakterilerin degisen ¢evre sartlart ile miicadele etmelerine yardimcr olur. Bakteriler, gen ekspresyonunu
diizenleyerek sicaklik, pH ve ozmolarite gibi ¢evresel degisimlere cevap verirler [51]. Cevresel uyarilara gore
diizenlenen gen ifadesi hayatta kalmak igin olduk¢a dnemlidir. Prokaryotlarda DNA’ nin modifikasyonu 6zellikle
DNA metilasyonu ile gerceklestirilmektedir. Prokaryotlarda DNA metilasyonu, transkripsiyon, DNA onarimi ve
replikasyon baglatma dahil olmak iizere bir ¢ok fizyolojik islem iizerinde etkilidir. Metilasyon dizileme
¢alismalar1 prokaryotlarda bu mekanizmalarin kesfedilmesinde biiyiik 6nem tagimaktadir.

Son yillarda epigenetik degisikliklerin kanser olusumu ve ilerlemesinde 6nemli etkenler olarak kabulii
hizla artmistir [50]. Genom bisiilfit dizileme (WGBS) normal hiicrelerdeki ve kanser hiicrelerindeki metilasyon
modellerinin belirlenmesini saglamistir. Genom metilasyon haritalamasi, hemen hemen tiim kanser tiirlerinde
yiizlerce gende anormal metilasyon bolgeleri oldugunu goéstermistir. CpG hipermetilasyonunun DNA tamir
genlerini susturdugu ve timdr baskilayici genlerin regiilasyonunu azalttifi yapilan ¢aligmalar sonucunda
gosterilmigtir [52]. Hedefi bilinmeyen metilasyon galigmalarinda genom metilasyon dizilemesi arastirmacilara
oldukga yararl1 bilgi saglamaktadir.

Otizim, diabet ve miiskiiler distrofi gibi hastaliklar, genom iizerinde hastalikla iliskili onlarca bdlgeye
sahip olan multigenik bozukluklardir. Bu karmasikliga ek olarak gevre, beslenme ve egzersiz gibi dis etkenlerin
de hastaliklar {izerinde etkileri bulunmaktadir. Epigenetik mekanizmalarin, Otizm ve Rett sendromu gibi
norogelisimsel bozukluklarda da énemli bir rol oynadig1 gosterilmistir [53]. Metabolik bozukluklar, genetik ve
cevresel faktorler arasindaki karmagik etkilesimlerden de etkilenir. Ornegin obezite ve tip2 diyabetle giiclii bir
sekilde iliskili olan bir karaciger hastaliginin (NAFLD) kalori alimi ve genetik yatkinliklardan etkilenebilecegi
bilinmektedir. Hedeflenmis metilasyon dizileme, bu gibi karmasik hastalik aragtirmalarinda diisiik maliyetli bir
secenek sunmaktadir.

IV. SONUCLAR

Biyolojik c¢aligmalarda DNA dizileme biiyiik énem tagimaktadir. Bu nedenle yaklagik yarim yiizyil
boyunca bir ¢ok bilim adami1 DNA dizileme teknolojileri gelistirmek i¢in bir ¢ok ¢aligma yapmustir. Dizileme
islemleri ilk olarak basit RNA hedeflerinin dizilenmesi ile baglamis olsa da sonrasinda DNA dizileme yapilmaya
baglamistir. Yapilan ¢aligmalar ve girisimler sayesinde zor ve zahmetli olan dizileme teknolojilerinin yerine daha
kolay uygulanabilir, daha hizli ve maliyeti diisiik olan teknolojiler ortaya ¢ikmistir. Cok sayida yeni teknoloji
giiniimiizde orta 6lgekli laboratuvarlar i¢in ulagilabilir hale gelmistir. DNA dizileme teknolojisindeki ve elde
edilen verilerin analiz edilebilir hale gelmesindeki gelismeler genomik, transkriptomik, metagenomik ve
epigenomik gibi bir ¢ok ¢alisma alaninin ortaya ¢ikmasina neden olmustur.

Her platformun farkli avantajlar1 ve kisitlamalar1 bulunmaktadir. Bu nedenle arastirmacilarin
calismalarinda maliyet, ¢alisma konusu, okuma uzunlugu, hata orani ve kapsam degeri gibi bir ¢ok degiskeni g6z
oniinde bulundurarak bir dizileme platformu se¢meleri gerekmektedir. Ayn1 zamanda elde edilen verilerin analizi
icin de ¢alisma konusu ve dizileme platformunun uyumu bilyiikk 6nem tasimaktadir. Bu konulara dikkat etmeden
yapilan dizilemelerin analizi yanlis sonuglarin elde edilmesine neden olabilir.
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