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OZET 

Yeni Nesil Dizileme platformları sayesinde, RNA materyali 

paralel ve eş zamanlı olarak transkriptom dizileme yöntemiyle 

transkripte olan tüm genler ve izoformlan, genlerin 5' ve 3' 

uçlarının belirlenmesi, tek nükleotid değişimleri, insersiyon, 

delesyon, füzyon genler, ve genlerin ifadesi incelenebilmektedir. 

Bu makalede transkriptom dizileme uygulamaları ile dizileme 

sonuçlarının analizinde kullanılan biyoenformatik araçlar 

hakkında genel bir bakış sunulmuştur. 

Anahtar Kelimeler: Transkriptom, Yeni Nesil Dizileme, RNA 

Dizileme, RNA Dizileme Data Analizi, Semikonduktor Dizileme 

Sistemi 

SUMMARY 

By means of the next generation sequencing platforms, RNA 

material can be analyzed all genes and isoforms, annotation of 

5' and 3' ends of genes, single nucleotide polymorphisms, 

insertion, deletion, fusion genes, and gene expression by using 

massively parallel and simultaneously transcriptome sequencing 

method. This article provides a general overview to the 

transcriptome sequencing, applications and the bioinformatics 

tools to the analysis of the sequencing data. 

Keywords: Transcriptome, Next Generation Sequencing, RNA 
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DENEYSEL TIP ARAŞTIRMA ENSTİTÜSÜ DERGİSİDİR 

Yeni Nesil Dizileme Teknolojise ile Transkriptom Analizi 

İnsan genom projesinden sonra ilk çalışmalar maya, fare 

ve Arabidopsis 'te yapılan RNA dizileme çalışmalarıdır (1,2,3). 

İnsan Genom Projesinin tamamlanmasından sonra gen sayısının 

beklenenden çok daha az bulunması ve DNA'daki protein 

kodlayan bölge oranının düşük olması, bilim insanlarını 

genomdaki kodlanmayan bölgelerin araştırılmasına ve RNA 

dizilemelerine yönlendirmiştir. 

Son yıllarda tüm genom çaplı ENCODE projesi ile çok 

sayıda hasta ve kontrol gruplarının kısa sürede ve yüksek 

çözünürlükte analiz edilmesi sonucunda RNA'nın organizmaların 

gelişimde ve hücre içerisinde kilit rol oynadığı gösterilmiştir 

(4,5). 

On yıl öncesine kadar genlerin anlatım düzeyleri ile ilişkili 

aday genlerin analizi real-time PCR ve mikroarray gibi yöntemler 

ile kısıtlı kalmaktaydı. Tüm genlerin eş zamanlı analizi hem 

karmaşık bir olaydır ve hem de geniş kapsamlı teknolojiler 

gerektirmektedir (6). Günümüzde yeni nesil dizileme (YND) 

teknolojileri; DNA, RNA, miRNA, Piwi RNA gibi hücre 

içerisindeki biyo moleküller hakkında düşük maliyetle, hızlı 

ve paralel olarak çok büyük miktarda veri elde edilmesini 

sağlamıştır. YND yöntemleri ve biyoenformatik araçların çok 

kısa sürede gelişmesi sonucu kapsamlı teknolojilerin de 

sağlanması ile tüm genom çaplı çalışmalarda RNA dizileme 

ön plana çıkmaya başlamıştır (6). 

Transkriptom, bir hücrede bulunan bütün transkriptlerin 

çeşidinin ve miktarının eş zamanlı olarak incelenmesidir. Bir 

örnekte bulunan RNA miktarına bağlı olarak, genlerin seçilmiş 

bir alt grubunun veya tamamının ekspresyon düzeyini, tek 

nükleotid değişimlerini (SNP), insersiyonları, delesyonları, 

translokasyonları ve kodlanmayan RNA'ları da incelemek 

münıkündür (7 ,8). 
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Böylece transkriptom dizileme ile hücre içerisindeki dinamik 

işleyişin eş zamanlı paralel olarak incelenmesi mümkündür. 

Biyoenformatik analizler sayesinde elde edilen veriler 

değerlendirilerek, RNA dünyası aydınlatılabilmektedir. 

DNA dizileme ile benzer prensiplere sahip olmasına rağmen, 

örnek hazırlama aşamasında ve biyoenformatik analizlerde 

farklılıklar içermektedir. Ökaryotik hücresel RNA'nın %80'i 

ribozomal RNA (rRNA)' dan oluşmaktadır. Ekspresyon 

analizinde rol alan RNA'ları belirlemek için total RNA'dan 

rRNA'yı uzaklaştırmak gerekmektedir. Uzaklaştırma işlemi 

uygun kitler kullanarak ya da enzimatik degredasyon ile 

yapılabilir. RNA dizilemede RNA, önce daha stabil olan 

komplementer DNA (cDNA)'ya çevrilir, rastgele fragmente 

edildikten sonra DNA yeni nesil dizileme teknolojisi kullanılarak 

dizilenir. Dizileme sonucu elde edilen bu fragmentler referans 

genom ile karşılaştırılarak biyoenformatik yöntemlerle analiz 

edilir (Şema 1 ). 

Yeni Nesil Dizileme teknolojilerinde günümüzde pekçok 

platform bulunmaktadır. Roche 454 (artık kullanılmamaktadır) 

pirodizileme yöntemini, Illumina Miseq/Hiseq/GA baz senteziyle 

dizileme yöntemini ve Solid Sistemi (platformu) ligasyon 

yoluyla dizileme yöntemini kullanmaktadır. Diğer gelişmekte 

olan platformlar semikondöktor çip bazlı dizeleme ile Ion

Torrent, katı faza dayanan genetik dizileme platformu Helicos' 

ve en son olarak tek molekülü eş zamanlı olarak dizileme 

sistemine sahip Pasific Biosciences veya Oxford Nanopore 

teknolojileridir (9,10,11,12,13). 

YÖNTEM 

Yöntemler kullanılacak dizileme platformuna göre farklılıklar 

göstermektedir. Yöntem bölümünde laboratuvarımızda bulunan 

Ion Torrent cihazında kullanılan transkriptom dizileme 

yönteminden bahsedilecektir. 

ÖRNEKLERİN HAZIRLANMASI 
Periferik kan, kemik iliği veya doku gibi biyolojik 

materyallerden hücre izolasyonunun gerçekleştirilmesi 

gerekmektedir. Elde edilen hücre populasyonundan veya alt 

hücre gruplarına ayrıştırılan spesifık hücrelerden transkriptom 

analizi yapmak için RNA izole edilir. 

Agilent Biyoanalizör 2100 cihazında RNA 6000 Pico Kit 

(Agilent Technologies, ABD) kullanılarak RNAkonsantrasyonu 

ve kalite kontrolü yapılır (11). 

Total RNA'dan mRNA Eldesi 
Total RNA örneklerinde ribozomal RNA'ları uzaklaştırmak 

için mRNA+poly A zenginleştirilmesi yapılır. Elde edilen 
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mRNA'ların kalitesi ve miktarını belirlemek için Agilent 

Biyoanalizör 2100 cihazında Agilent Bioanalyzer 6000 Nano 

Kit (Agilent Technologies, ABD) kullanılır. RNA miktarı ve 

kalitesine göre düşük ya da standart protokol uygulanarak 

kütüphane hazırlanır. 

Agilent Biyoanalizör de ölçülen herbir numunenin mRNA 

örnekleri Ion Total RN A dizileme kiti (Life Technologies, ABD) 

ile az miktarda RNA örnekleri için uygun olan Low-input 

protokol yada RNA miktarı yeterli ise Standart-input protokol 

kullanılarak kütüphane hazırlanmalıdır ( 11). 

Kütüphane Hazırlanması ve emPZR 
Elde edilen mRNA dizileme için çok uzun ya da çok kısadır. 

Yeni nesil dizileme yapabilmek için mRNA örneklerini uygun 

büyüklükte parçalara ayırmak gerekir. RNA'yı parçalara ayırmak 

için RNAaz m enzimi kullanılır. RNAaz m enzimi ile muamele 

edildikten sonra dizileme için uygun büyüklükte olmayan 

parçalar purifikasyon yapılarak uzaklaştırılır. Daha sonra RNA 

parçalarına /on Adaptor Mix V2 bağlanır ve ters transkripsiyon 

ile cDNA sentezi gerçekleştirilir. 

cDNA kütüphanesi oluşturulurken barkodsuz ya da barkodlu 

kütüphane prosedürü seçilerek devam edilir. Her aşamada 

olduğu gibi cDNA kütüphanesi için de kalite ve konsantrasyon 

kontrolü yapılır. Biyoanalizör 2100 Cihazında Agilent ® High 

Sensitivity DNA (Agilent Technologies, ABD) kiti kullanılarak 

cDNA'ların kalitesi ve konsantrasyonları ölçülür. Dizileme 

için uygun uzunluk 100-300 baz çiftidir. Örnekler bu uzunluk 

aralığında ise fon PGM ™ 200 Xpress ™ Şablon (Life 

Technologies, ABD) kiti ile cDNA kütüphanesi dilüe edilir 

(Şekil 1). 

Hazırlanan kütüphaneden elde edilen fragmanlar, 1 yakalama 

lon sphere partiküllerine 1 fragman gelecek şekilde hesaplanıp, 

boncuk ve fragmanların birbirine bağlanması sağlanır. Daha 

sonra bu partiküller yağ içeren su karışımda emülsiyonu 

gerçekleştirilir. Böylece her bir partikül Emülsiyon Polimeraz 

Zincir Reaksiyonu (emPZR) amplifikasyonun gerçekleşeceği 

bir mikroreaktör içine hapsedilmiş olur. Bu mikroreaktörler 

kırılarak temizlenir. Bu amplifiye olan partiküller dizileme 

aşamasında kullanılır ( 11 ). 

TRANSKRİPTOM DİZİLEME 

Yeni nesil dizileme teknolojilerinden, Ion Torrent Personal 

Genome Machine® (PGM™ ) dizileme cihazında transkriptom 

dizileme gerçekleştirilir. 

Ion PGM TM 200 semikondoktor dizileme sisteminin temeli, 

DNA polimerizasyonu sırasında Hidrojen iyonu salınımı sonucu 
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meydan gelen pH değişiminin yarı iletken sensörler tarafından 

dijital sisteme aktarılmasına dayanır. Tek kalıp diziyi içeren 

mikroçipte tek tip nükleotid akışı uygulanarak, tamamlayıcı 

nükleotid yeni oluşan ipliğin yapısına katıldığında Hidrojen 

iyonu salınımı olur. Hidrojen iyonları hipersensitif iyon sensörleri 

tarafından algılanır. Herhangi bir kamera, ışık olmaksızın 

kimyasal bilgi dijital bilgiye aktarılarak dizileme gerçekleştirilir 

(11) (Şekil 2).

Biyoenformatik Analizler 

Yeni nesil dizileme sonuçlarında elde edilen ham veriler 

oldukça fazladır. Başlangıçta ham verilerin içerisinde nonspesifık 

diziler, duplikasyon bölgeleri ve homopolimer diziler 

bulunmaktadır. Doğru analiz için bu istenmeyen dizileri ham 

veriden uzaklaştırmak gerekir. Bu işlem sırasıyla; dizilenen 

bölgelerden adaptörler atılır, quality score'ları 30 dan düşük 

olanlar trimlenir ve yalancı okumalar dışlanır. 

Dizileme sonrasında elde edilen datalar CLC Genomics 

Workbench - CLC bio v6.01 (www.clcbio.com), NextGene 

v2.3.2 (www.softgenetics.com) gibi yazılımlar ile analiz edilir. 

Elde edilen RN A transkriptom dizileri tüm insan analiz genomu 

(Feb.2009 (GRCh37/hg19) (www.genome.ucsc.edu) ile 

karşılaştırılarak elde edilen dizi sayısı, SNP, insersiyon-delesyon, 

frameshift (çerçeve kayması) mutasyonlar, translokasyonlar ile 

transkripte olan tüm genlerin ifadeleri belirlenir. 

Diğer tüm genom dizilemelerden farklı olarak transkriptom 

analizinde RPKM (Read of per kilobase exon per million reads) 

değerleri analiz edilir (11). 

Biyoenformat ik Anal iz ler in  Basamaklar ı  

Transkriptom dizileme sadece bir run'da yüzlerce gigabayt 

veri elde edilmektedir. Bunların analizi sonucunda transkriptom 

verilerinde anlamlı bilgiler elde edilerek füzyon genler, tek 

nükleotid değişimleri insersiyon delesyon ve genlerin ifadesi 

eş zamanlı olarak değerlendirilebilir. 

RNA dizileme de tüm bu verileri analiz etınek için donanınılı 

bir bilgisayar sistemine, data depolama kaynaklarına, basit 

biyoenformatik analizlerin yapılabileceği ayn yüksek kapasitede 

bir alana ihtiyaç vardır (6). 

Biyoenformatik analiz için kullanılan programlar 

Galaxy (14) kullanımı kolay ve intemet üzerinden herkesin 

erişimine açık bir platformdur. UNiX shell programı ve 

Perl/ Python ise veri analizi için modifikasyon yapmaya elverişli 

olduğundan daha avantajlıdır (6). 

Buna ilave olarak bazı yardımcı programlarda yararlı olacaktır 
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(Tablo 1). Cujjlinks (15), (Altemtif kırpılma software),Ga/axy 

(14) (RNA-seq data analizi), Gene Ontology (16) (Genlerin

işlevleri), Blast2GO, SATSUMA, SPINES (17) (Gen ismi

belirleme), KeGG pathway (18), STRING database (19) (genlerin

birbiriyle etkileşimi), DESeq (20), baySeq (21) ( ekspresyon

software),fastQCtoolkit (23) , NGSQCtoolkit (24) (işlem öncesi

ve kalite kontrol araçları), MapView (25), IGV (26) (data

görüntüleme araçları) gibi programlar kullanılabilir (6).

Dosya Formatları 

Dosya formatı olarak çapraz-platform (cross-platform) içeren 

fasta, fastaq, sam, bam, vcf, gtf yada gff dosyaları ile elde edilen 

veriler tavsiye edilmektedir (6). 

Kalite Kontrol 

Dizileme sonucunda elde edilen bütün sonuçlar ham ( Raw) 

veri olarak isimlendirilmektedir ve bu veriler işe yaramayan 

verileri de içermektedir. Bu sebeple bu verileri ayıklayıp 

gereksiz olanları uzaklaştırmak gerekmektedir. Bu aşamadan 

sonra eşleştirme ve haritalama işlemi yapılabilir. Öncelikle 

adaptör diziler uzaklaştırılır ve duplike dizilerin miktarı belirlenir 

ve fastQC (23) ve benzeri araçlar ile Quality Score hesaplanır. 

Verilerin doğruluğu ve güvenirliği için bir çok farklı yönden 

analiz yapılması gerekmektedir. Bunun için Map Vıew (25) ve 

IGV (26) gibi verileri görüntüleme araçları kullanılır (6). 

Varyant Çağırma 

Biyoenformatik işleyiş basamaklarından biride, referans 

genoma eşleşen kısa okuma verilerindeki tek nükleotid değişimi 

(SNP), insersiyon veya delesyonların bulunması için kullanılan 

varyant çağırmadır. The Genome Analysis Toolkit (GATK) (27) 

software'ı yaygın olarak varyant çağırmada kullanılmaktadır 

(32). Bunun gibi farklı istatistiksel yaklaşımlara sahip (baz 

eşleşme kalitesi, yerdeğiştirme oranı, populasyon allel frekansı 

vb) pek çok varyant çağırma software bulunmaktadır. Genel 

bir strateji uygulanabildiği gibi, farklı programların birbiriyle 

kes iş iminin kul lanı lmasıda  öner i lmektedir  (6) .  

Haritalama Stratejisi 

Dizileme sonrasında ham verilerin işlenmesi sonucu elde 

edilen okumalar referans genoma eşleştirilmelidir ya da 

ulaşılabilecek bir genom yoksa eğer, de novo olarak veriler bir 

araya toplanmalıdır. İlk olarak yeni nesil dizileme teknolojileri 

alanında geliştirilen ve ulaşılabilir software programlarından 

uygun bir haritalama aracı seçilmelidir (33). Hizalanan 

okumalar çok kısadır (36-125 baz). Okumaların kısa olması 

sonucunda özellikle ortaya çıkan biyoenformatik hata 

oranlarının çoğunu ekzon-ekzon bağlantısı (kesişmesi) kapsar 

(34). Burada dikkat edilmesi gereken, hizalanan kısa 

okumalardaki ekzon-ekzon bağlantıları ile birlikte okuma 

eşleştirmelerinin belirsizliğinin 
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