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OZET

Yeni Nesil Dizileme platformlar1 sayesinde, RNA materyali
paralel ve es zamanli olarak transkriptom dizileme yontemiyle
transkripte olan tiim genler ve izoformlari, genlerin 5° ve 3’
uclariin belirlenmesi, tek niikleotid degisimleri, insersiyon,
delesyon, fiizyon genler, ve genlerin ifadesi incelenebilmektedir.
Bu makalede transkriptom dizileme uygulamalari ile dizileme
sonuclarinin analizinde kullanilan biyoenformatik araglar

hakkinda genel bir bakis sunulmustur.
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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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Yeni Nesil Dizileme Teknolojise ile Transkriptom Analizi

Insan genom projesinden sonra ilk galigmalar maya, fare
ve Arabidopsis ‘te yapilan RN A dizileme ¢aligmalaridir (1,2,3).
Insan Genom Projesinin tamamlanmasindan sonra gen sayisinin
beklenenden ¢ok daha az bulunmasi1 ve DNA’daki protein
kodlayan bdlge oraninin diigiik olmasi, bilim insanlarini
genomdaki kodlanmayan bolgelerin arastirilmasina ve RNA

dizilemelerine yonlendirmistir.

Son yillarda tiim genom ¢apli ENCODE projesi ile ¢ok
sayida hasta ve kontrol gruplarinin kisa siirede ve yiiksek
¢Oziintirliikte analiz edilmesi sonucunda RNA’nin organizmalarin
gelisimde ve hiicre igerisinde kilit rol oynadig1 gosterilmistir
4.5).

On y1l 6ncesine kadar genlerin anlatim diizeyleri ile iligkili
aday genlerin analizi real-time PCR ve mikroarray gibi yontemler
ile kisitli kalmaktaydi. Tiim genlerin es zamanli analizi hem
karmasik bir olaydir ve hem de genis kapsamli teknolojiler
gerektirmektedir (6). Giiniimiizde yeni nesil dizileme (YND)
teknolojileri; DNA, RNA, miRNA, Piwi RNA gibi hiicre
icerisindeki biyo molekiiller hakkinda diigiik maliyetle, hizl1
ve paralel olarak ¢ok biiyiik miktarda veri elde edilmesini
saglamistir. YND yontemleri ve biyoenformatik araglarin ¢cok
kisa siirede gelismesi sonucu kapsamli teknolojilerin de
saglanmasi ile tiim genom capli ¢alismalarda RNA dizileme
on plana ¢ikmaya baglamigtir (6).

Transkriptom, bir hiicrede bulunan biitiin transkriptlerin
cesidinin ve miktarinin es zamanli olarak incelenmesidir. Bir
ornekte bulunan RNA miktarina bagh olarak, genlerin secilmis
bir alt grubunun veya tamaminin ekspresyon diizeyini, tek
niikleotid degisimlerini (SNP), insersiyonlari, delesyonlari,
translokasyonlar1 ve kodlanmayan RNA’lar1 da incelemek
miimkiindiir (7,8).
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Boylece transkriptom dizileme ile hiicre igerisindeki dinamik
isleyisin es zamanl paralel olarak incelenmesi miimkiindiir.
Biyoenformatik analizler sayesinde elde edilen veriler
degerlendirilerek, RNA diinyas1 aydinlatilabilmektedir.

DNA dizileme ile benzer prensiplere sahip olmasina ragmen,
Ornek hazirlama asamasinda ve biyoenformatik analizlerde
farkliliklar icermektedir. Okaryotik hiicresel RNA’nin %80’i
ribozomal RNA (rRNA)’ dan olugmaktadir. Ekspresyon
analizinde rol alan RNA’lan belirlemek i¢in total RNA’dan
rRNA’y1 uzaklagtirmak gerekmektedir. Uzaklagtirma islemi
uygun kitler kullanarak ya da enzimatik degredasyon ile
yapilabilir. RNA dizilemede RNA, once daha stabil olan
komplementer DNA (cDNA)’ya cevrilir, rastgele fragmente
edildikten sonraDNA yeni nesil dizileme teknolojisi kullanilarak
dizilenir. Dizileme sonucu elde edilen bu fragmentler referans
genom ile kargilagtirilarak biyoenformatik yontemlerle analiz
edilir (Sema 1).

Yeni Nesil Dizileme teknolojilerinde giiniimiizde pek¢ok
platform bulunmaktadir. Roche 454 (artik kullanilmamaktadir)
pirodizileme yontemini, /llumina Miseq/Hiseq/GA baz senteziyle
dizileme yontemini ve Solid Sistemi (platformu) ligasyon
yoluyla dizileme yontemini kullanmaktadir. Diger gelismekte
olan platformlar semikondoktor ¢ip bazli dizeleme ile Ion-
Torrent, kat1 faza dayanan genetik dizileme platformu Helicos’
ve en son olarak tek molekiilii e zamanli olarak dizileme
sistemine sahip Pasific Biosciences veya Oxford Nanopore
teknolojileridir (9,10,11,12,13).

YONTEM

Yontemler kullanilacak dizileme platformuna gore farkliliklar
gostermektedir. Yontem boliimiinde laboratuvarimizda bulunan
Ion Torrent cihazinda kullanilan transkriptom dizileme
yonteminden bahsedilecektir.

ORNEKLERIN HAZIRLANMASI

Periferik kan, kemik iligi veya doku gibi biyolojik
materyallerden hiicre izolasyonunun gerceklestirilmesi
gerekmektedir. Elde edilen hiicre populasyonundan veya alt
hiicre gruplarina ayristirilan spesifik hiicrelerden transkriptom
analizi yapmak icin RNA izole edilir.

Agilent Biyoanalizor 2100 cihazinda RNA 6000 Pico Kit
(Agilent Technologies, ABD) kullanilarak RNA konsantrasyonu
ve kalite kontrolii yapilir (11).

Total RNA’dan mRNA Eldesi
Total RNA 6rneklerinde ribozomal RN A’lar1 uzaklagtirmak
icin mRNA+poly A zenginlestirilmesi yapilir. Elde edilen

mRNA’larin kalitesi ve miktarini belirlemek icin Agilent
Biyoanalizor 2100 cihazinda Agilent Bioanalyzer 6000 Nano
Kit (Agilent Technologies, ABD) kullanilir. RNA miktar1 ve
kalitesine gore diisiik ya da standart protokol uygulanarak
kiitliphane hazirlanir.

Agilent Biyoanalizor de 6l¢iilen herbir numunenin mRNA
ornekleri Ion Total RNA dizileme kiti (Life Technologies, ABD)
ile az miktarda RNA o6rnekleri i¢in uygun olan Low-input
protokol yada RNA miktar1 yeterli ise Standart-input protokol
kullanilarak kiitiiphane hazirlanmalidir (11).

Kiitiiphane Hazirlanmasi ve emPZR

Elde edilen mRNA dizileme i¢in ¢cok uzun ya da ¢ok kisadir.
Yeni nesil dizileme yapabilmek icin mRNA &rneklerini uygun
biiyiikliikte parcalara ayirmak gerekir. RNA’y1 parcalara ayirmak
icin RNAaz III enzimi kullanilir. RNAaz III enzimi ile muamele
edildikten sonra dizileme i¢in uygun biiyiikliikte olmayan
parcalar purifikasyon yapilarak uzaklagtirilir. Daha sonraRNA
parcalarina Ion Adaptor Mix V2 baglanir ve ters transkripsiyon
ile cDNA sentezi gercgeklestirilir.

cDNA kiitiiphanesi olugturulurken barkodsuz ya da barkodlu
kiitiiphane prosediirii secilerek devam edilir. Her agamada
oldugu gibi cDNA kiitiiphanesi i¢in de kalite ve konsantrasyon
kontrolii yapilir. Biyoanalizor 2100 Cihazinda Agilent ® High
Sensitivity DNA (Agilent Technologies, ABD) kiti kullanilarak
cDNA’larn kalitesi ve konsantrasyonlar: dlgiiliir. Dizileme
i¢in uygun uzunluk 100-300 baz ¢iftidir. Ornekler bu uzunluk
araliginda ise fon PGM™ 200 Xpress™ Sablon (Life
Technologies, ABD) Kkiti ile cDNA kiitiiphanesi diliie edilir
(Sekil 1).

Hazirlanan kiitiiphaneden elde edilen fragmanlar, 1 yakalama
Ion sphere partikiillerine 1 fragman gelecek sekilde hesaplanip,
boncuk ve fragmanlarin birbirine baglanmasi saglanir. Daha
sonra bu partikiiller yag iceren su karigimda emiilsiyonu
gerceklestirilir. Boylece her bir partikiil Emiilsiyon Polimeraz
Zincir Reaksiyonu (emPZR) amplifikasyonun gerceklesecegi
bir mikroreaktor i¢ine hapsedilmis olur. Bu mikroreaktorler
kirilarak temizlenir. Bu amplifiye olan partikiiller dizileme
agamasinda kullanilir (11).

TRANSKRIPTOM DIZILEME

Yeni nesil dizileme teknolojilerinden, Ion Torrent Personal
Genome Machine® (PGM™) dizileme cihazinda transkriptom
dizileme gerceklestirilir.

TIon PGM ™ 200 semikondoktor dizileme sisteminin temeli,
DNA polimerizasyonu sirasinda Hidrojen iyonu salimimi sonucu
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meydan gelen pH degisiminin yari iletken sensorler tarafindan
dijital sisteme aktarilmasina dayanir. Tek kalip diziyi iceren
mikrocipte tek tip niikleotid akis1 uygulanarak, tamamlayici
niikleotid yeni olusan ipligin yapisina katildiginda Hidrojen
iyonu salinimi olur. Hidrojen iyonlari hipersensitif iyon sensorleri
tarafindan algilanir. Herhangi bir kamera, 151k olmaksizin
kimyasal bilgi dijital bilgiye aktarilarak dizileme gergeklestirilir
(11) (Sekil 2).

Biyoenformatik Analizler

Yeni nesil dizileme sonuclarinda elde edilen ham veriler
oldukga fazladir. Baglangicta ham verilerin igerisinde nonspesifik
diziler, duplikasyon bolgeleri ve homopolimer diziler
bulunmaktadir. Dogru analiz i¢in bu istenmeyen dizileri ham
veriden uzaklagtirmak gerekir. Bu islem sirasiyla; dizilenen
bolgelerden adaptorler atilir, guality score’lar1 30 dan diisiik
olanlar trimlenir ve yalanci okumalar diglanir.

Dizileme sonrasinda elde edilen datalar CLC Genomics
Workbench - CLC bio v6.01 (www.clcbio.com), NextGene
v2.3.2 (www.softgenetics.com) gibi yazilimlar ile analiz edilir.
Elde edilen RNA transkriptom dizileri tiim insan analiz genomu
(Feb.2009 (GRCh37/hg19) (www.genome.ucsc.edu) ile
karsilagtirilarak elde edilen dizi sayisi, SNP, insersiyon-delesyon,
frameshift (cerceve kaymasi) mutasyonlar, translokasyonlar ile
transkripte olan tiim genlerin ifadeleri belirlenir.

Diger tiim genom dizilemelerden farkli olarak transkriptom
analizinde RPKM (Read of per kilobase exon per million reads)
degerleri analiz edilir (11).

Biyoenformatik Analizlerin Basamaklar:

Transkriptom dizileme sadece bir run’da yiizlerce gigabayt
veri elde edilmektedir. Bunlarin analizi sonucunda transkriptom
verilerinde anlamli bilgiler elde edilerek fiizyon genler, tek
niikleotid degisimleri insersiyon delesyon ve genlerin ifadesi
es zamanli olarak degerlendirilebilir.

RNA dizileme de tiim bu verileri analiz etmek i¢in donanimlt
bir bilgisayar sistemine, data depolama kaynaklarina, basit
biyoenformatik analizlerin yapilabilecegi ayn yiiksek kapasitede
bir alana ihtiya¢ vardir (6).

Biyoenformatik analiz icin kullanilan programlar

Galaxy (14) kullanim1 kolay ve internet {izerinden herkesin
erisimine agik bir platformdur. UNIX shell programi ve
Perl/Python ise veri analizi i¢in modifikasyon yapmaya elverisli
oldugundan daha avantajlidir (6).

Buna ilave olarak bazi yardimci programlarda yararl olacaktir

(Tablo 1). Cufflinks (15), (Alterntif kirpilma software),Galaxy
(14) (RNA-seq data analizi), Gene Ontology (16) (Genlerin
islevleri), Blast2GO, SATSUMA, SPINES (17) (Gen ismi
belirleme), KeGG pathway (18), STRING database (19) (genlerin
birbiriyle etkilesimi), DESeq (20), baySeq (21) ( ekspresyon
software), fastQCtoolkit (23) , NGSQCtoolkit (24) (islem 6ncesi
ve kalite kontrol araglar1), MapView (25), IGV (26) (data
goriintiileme araglar1) gibi programlar kullanilabilir (6).

Dosya Formatlar:

Dosya formati olarak ¢apraz-platform (cross-platform) iceren
fasta, fastaq, sam, bam, vcf, gtf yada gff dosyalari ile elde edilen
veriler tavsiye edilmektedir (6).

Kalite Kontrol

Dizileme sonucunda elde edilen biitiin sonuglar ham (Raw)
veri olarak isimlendirilmektedir ve bu veriler ige yaramayan
verileri de icermektedir. Bu sebeple bu verileri ayiklayip
gereksiz olanlar1 uzaklasgtirmak gerekmektedir. Bu asamadan
sonra eslestirme ve haritalama islemi yapilabilir. Oncelikle
adaptdr diziler uzaklagtirihir ve duplike dizilerin miktan belirlenir
ve fastQC (23) ve benzeri araglar ile Quality Score hesaplanir.
Verilerin dogrulugu ve giivenirligi icin bir cok farkli yonden
analiz yapilmasi gerekmektedir. Bunun icin MapView (25) ve
IGV (26) gibi verileri goriintiileme araclar1 kullanilir (6).

Varyant Cagirma

Biyoenformatik igleyis basamaklarindan biride, referans
genomaeslesen kisa okuma verilerindeki tek niikleotid degisimi
(SNP), insersiyon veya delesyonlarin bulunmasi igin kullanilan
varyant ¢cagirmadir. The Genome Analysis Toolkit (GATK) (27)
software’1 yaygin olarak varyant cagirmada kullanilmaktadir
(32). Bunun gibi farkl: istatistiksel yaklasimlara sahip (baz
eslesme kalitesi, yerdegistirme orani, populasyon allel frekansi
vb) pek ¢ok varyant cagirma software bulunmaktadir. Genel
bir strateji uygulanabildigi gibi, farkli programlarin birbiriyle
kesigiminin kullanilmasida Onerilmektedir (6).

Haritalama Stratejisi

Dizileme sonrasinda ham verilerin iglenmesi sonucu elde
edilen okumalar referans genoma eslestirilmelidir ya da
ulagilabilecek bir genom yoksa eger, de novo olarak veriler bir
araya toplanmalidr. {lk olarak yeni nesil dizileme teknolojileri
alaninda gelistirilen ve ulagilabilir software programlarindan
uygun bir haritalama arac1 secilmelidir (33). Hizalanan
okumalar ¢ok kisadir (36-125 baz). Okumalarin kisa olmasi
sonucunda Ozellikle ortaya c¢ikan biyoenformatik hata
oranlarinin ¢cogunu ekzon-ekzon baglantisi (kesismesi) kapsar
(34). Burada dikkat edilmesi gereken, hizalanan kisa
okumalardaki ekzon-ekzon baglantilar1 ile birlikte okuma
eslestirmelerinin belirsizliginin
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(uyumsuzlugunun) nasil iistesinden gelinecegidir (6).

Referans genoma transkriptom dizilemenin haritalanmasinda
iki ana algoritma yaklasimi1 bulunmaktadir. Birincisi kirpilma
(Splice) olmayan okuma hizalanmasi olup referans genoma,
hizalanan tiim okumalar arada hi¢ bogluk birakilmadan bir
araya getirilir. Bu yaklasim ekzon ve baglantilarin
tanimlanmasinda sinirlidir ve yeni ekzon kirpilma
durumunlarinin  tanimlanmasina izin vermez (34).
Ikincisi kirpilma hizalanmast olup, gelistirilen
biyoenformatik metodlar ve TopHat (35), MapSplice (36),
GSNAP (37) benzeri araglar kullanilarak 6nce hizalanan okumalar
referansa araliksiz hizalanir, sonrasinda referansa eslesmeyen
okumalar kisa segmentlere ve bagimsiz olarak hizalanmaya
ayrilirlar.

Referansa haritalanan transkriptom verilerinin tiim
transkriptlerinin ve izoformlarinin  dikkatlice tanimlanmasi
gerekmektedir. Bu isleyise transkriptom datasinin yeniden
yapilandirilmasi denilmektedir. Biyoenformatik olarak genomdan
bagimsiz ve genom yonlendirmeli olmak iizere iki ana yaklagimla
incelenmektedir. Cufflinks, Scripture, Velvet, TransABySS gibi
pek cok biyoenformatik program kullanilacak yaklagima gore
bilinen bir referans genomda yeni transkriptler tanimlanmasina

ya da bilinen referans genom olmaksizin yeni genlerin ve
transkript izoformlarmin tanimlanmasina olanak saglayacaktir
(34).

Gen Ismi Tayini

Gen ismi tayini RNA dizileme deneylerinden elde edilen
verilerin biyolojik anlaminin belirlenmesi gereken en 6nemli
basamaktir. Haritalama yaklasiminda agiklamali referans
genoma haritalanarak gen isimleri belirlenir. Bununla birlikte
de novo transkriptom dizileme oldugunda, contig’ler gen
dizisi hakkinda hi¢bir bilgiyi saglayamayacaktir ve iligkili
tiirlerde ortolog genlerin belirlenmesi de her zaman ise yarayan
bir yol degildir. NucMer ve ProMer gibi suffix-tree —tabanl
metodlar yakin iligkili tiirlerde gen ismi tayini i¢in uygundur.
BLAST tabanli ortolog yontemi ise uzak iligkili tiirler i¢cin daha
iyi bir alternatiftir (6).

Normalizasyon

RNA dizilemenin can alict unsurlarindan biridir. Farkli
uzunluktaki transkriptleri karsilastirirken, uzunluklarin kontrolii
icin normalizasyon gereklidir. Ciinkii uzun transkriptler, esit
anlatim yapan kisa okumalardan pek ¢ogu ile birlikte ortiigebilir.
Transkript uzunlugu ayni transkriptlerin farkli expresyonlarina
gore daha az problemdir ve bdylece farkli gen ekspresyonlari
icin kullanilan istatiksel metodlari siklikla i¢ine almamaktadir.

Iki ornek arasindaki gen anlatim profili kargilastirildiginda,
normalizasyonun diger 6nemli bir durumuda iki 6rnek arasindaki
kalite ve dizileme giiciiniin farkliliklar1 i¢in kontrol olmasidir

(6).

RPKM degeri genlerin ekspresyon diizeylerinin normalize
edilmesi i¢in hesaplanir. RPKM bir gene haritalanmis olan
okuma sayisinin diziden elde edilen toplam okuma sayisi ile
bir gen i¢in baz ¢ifti degerinden ekzon uzunluguna oranidir
(11) (Tablo 2).

Stiphesiz ki, derin bir kiitiiphaneden gelen bir gen icin
RPKM degeri, cok s1g bir kiitiiphaneden gelen denk degerlerden
istatiksel olarak daha anlamli olabilecektir (33).

Gen-Gen Etkilesimi ve Protein Ozellikleri
Basaril1 bir RNA dizi analizi sonucunda elde edilen veriler
aday gen seti listesi olusturacaktir. Bu listedeki genlerin
birbiriyle olan iligkileri, genin hastalikla iligkisini, metabolik
yolaklardaki etkilesimlerini gosterebilecek cesitli bilgisayar
programlar1 mevcuttur. Bu programlara Gen Set Enrichment
Analysis (GSEA) Molecular signiture database programi, Protein
Etkilesimleri ise String versiyon 9.05 programi ornek olarak
verilebilir (11).

BIYOENFORMATIK ZORLUKLAR

Transkriptom dizilemede ortaya c¢ikan en biiyiik
biyoenformatik sorun, elde edilen okuma dizilerinin referans
genoma dogru bir sekilde hizalanip hizalanmamasidir. Ayrica
gen ifadesinin belirlenmesi ve ifade farkliliklarinin
kargilagtirilabilmesi i¢in yeni algoritmalarin gelistirilmesine
ihtiya¢ duyulmaktadir (40).

RNA dizileme sonrasi elde edilen ham veriler tek bir dizileme
sonras1 gigabaytlara kadar ulagmaktadir. Yapilan ¢aligmalar
artikga biyoenformatik analizlerin yapilabilmesi ve verilerin
saklanmas: i¢in bilgisayar teknolojilerinde hizli depolama
sistemlerine ihtiya¢ duyulmaktadir (6).

Transkriptom sonucunda ¢ok genis kapsamli veriler elde
edilir. Bu veriler sonucunda duplikasyon, delesyon, insersiyon,
translokasyonlar, frameshift mutasyonlar, SNP’ler fiizyonlar,
genlerle ilgili yeni ekzonlar veya alternatif splicing olabilecek
aday bolgeler ve. RPKM degeriyle baglantili olarak genlerin
ekspresyon diizeyleri hakkinda eg zamanli olarak genis bilgiler
elde edilir. Transkriptom gibi YND teknolojileri son yillarda
kullanilan yeni yontemler olup, yapilan ¢aligmalarin sonuglarinimn
kantitatif PZR ile dogrulanmas: gerekmektedir (11).
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Total RNA Eldesi

BioAnalizatér RNA Kalitesi ve Miktarinin Olgiilmesi

Total RNA’dan rRNA Uzaklastirilmasi

RNA Fragmente Edilmesi

1

Adaptorlerin Baglanmasi

l/

cDNA Sentezi

c¢DNA Kiitiiphanesinin EmPZR Asamasi

Transkriptom Dizileme ve Biyoenformatik Analizler

Semal: Yontem Akis Semasi
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Sekil 1: cDNA Fragmentlerinin Biiyiikliiklerinin Biyoanalizatr Cihazinda Olgiimii.

Sekil 2: Hidrojen Iyonu Saliimi ile Ion Semikondoktér Dizileme (11).
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Data Goriintiilleme Araclan MapView (25), IGV(26)
RNA - Dizileme Analizicin Online | Galaxy (14), UnixSHELL (6), Perl/Phyton

Platformlar (6)
Kalite Kontrol ve Islem Oncesi NGSQCtoolkit (24) , fastQCtoolkit (23)
Araclar

Varyant Cagirma ve Genotipleme | GATK (27), freebayes(28)
Alternatif Kirpilma Programlan Cufflinks (15). DEXSeq (29), EBSeq

(30), MISO (31)
Genlerin Ozellikleri Gene Ontology(16)
Gen Ismi Belirleme BLAST2GO(17). SATSUMA(17)
.SPINES (17)
Genlerin Birbirleriyle Etkilesim KeGGpathway (18).STRING
Yolaklarn database(19)
Farkli Ekspresyon Programlan DEseq (20). baySeq (21). NOIseq(22)
Haritalama Programlan Kirpilma Olan Okuma Hizalamasi

Tophat (35), MapSplice (36), GSNA (37)
Kirpilma Olmayan Okuma Hizalamas1
Bowtie (38), BWA (39)

Tablo 1: Biyoenformatik Analizlerde Kullanilan Araglar ve Programlar (6)

C = Bir gene haritalanmis okuma sayisi
N = Dizilemeden elde edilen toplam okuma sayisi (genoma haritalanmis)

L = Bir gen i¢in baz ¢ifti degerinden ekzon uzunlugu

RPKM = (10°x C)/ (Nx L)

Tablo 2: RPKM Degerinin Hesaplanma Formiilii (11)
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