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ÖZ 
Yeni Nesil Dizileme (YND) yönteminin temeli DNA’nın enzimatik reaksiyonlarla kesilerek çok sayıda DNA parçasıyla bir kütüphane 
oluşturulması ve kütüphaneyi oluşturan DNA parçalarının çoğaltılmasına dayanmaktadır. OMIM istatistiklerine göre günümüzde 
6000’den fazla tek gen hastalığı bulunmakta olup, bunların nerdeyse üçte ikisinin moleküler temeli bilinmemektedir. YND 
platformlarının gelişmesine bağlı olarak birçok hastalığın moleküler temelinin anlaşılmasında büyük ilerlemeler kaydedilmeye 
başlanmıştır. YND teknolojileri ile tüm genom ve tüm ekzom dizilenmesinin yanısıra hedefe yönelik olarak oluşturulan YND panelleri 
ile etiyolojisi genetik heterojenite gösteren hastalıklar için çok sayıda gen aynı anda dizilenebilmektedir. Hastalıklara neden olan 
genetik etiyolojinin ortaya konması ile hastalara daha doğru genetik danışmanlık verilebilmekte, risk altında olan aile bireyleri hızlıca 
taranabilmektedir. Yeni nesil dizi analizlerinin gelişmesi ile birlikte fenotipik ve genotipik heterojenite gösteren hastalıkların genetik 
temelinin ortaya konması mümkün olmaktadır. Bildiğimiz kadarıyla YND ile ilgili şuana kadar yazılmış birkaç İngilizce derleme 
haricinde hiç Türkçe derleme yoktur. Bu nedenle bu derlemede YND ile ilgili bilinenler okuyuculara sunulmaya çalışılmıştır. 
Anahtar kelimeler: YND; sekans; DNA dizi analizi. 
 
 
ABSTRACT 
The Next-Generation Sequencing (NGS) method is based on by forming a library with a plurality of DNA fragments by cutting the 
base DNA with enzymatic reactions and the amplification of DNA fragments constituting the library. According to OMIM statistics, 
there are now more than 6,000 single gene disorders and molecular basis of nearly two thirds of these disorder is unknown. A great 
deal of progress has begun to be made in understanding the molecular basis of many diseases depending on the development of NGS 
platforms. With NGS technology, in addition to whole genomes and whole exome sequencing, a large number of genes can be 
sequenced for the etiology of diseases with genetic heterogeneity using target-oriented NGS panels at the same time. With the 
description of genetic etiology that causes diseases, patients can be given more accurate genetic counseling and family members under 
risk can be quickly screened. It is possible to reveal the genetic basis of phenotypic and genotypic heterogeneous diseases with the 
development of new generation lineage analyzes. To the best of our knowledge, there are no Turkish review except for a few English 
review written about NGS so far. For this reason, it is tried to present to readers what is known about NGS in this review. 
Keywords: NGS; sequence; DNA sequence analyzing. 
 
 
GİRİŞ 
Sanger ve ark. (1,2) 1977 yılında, 3’OH grubu dehidroksile edilmiş olan nükleotidleri (dideoksinükleotidler (ddNTP)) kullanarak DNA 
zincir uzamasının durdurulması prensibine dayalı bir DNA dizileme yöntemi geliştirmişlerdir. 1986 yılında Mullis ve ark. (3) tarafından 
temel olarak DNA’nın belirli bir bölgesinin in vitro olarak çoğaltılması işlemi olan PCR’ın (Polimerase Chain Reaction) keşfinden 
sonra ise DNA dizi analizinin kullanımı iyice yaygınlaşmaya başlamıştır. Dizi analizi yönteminde ilk zamanlarda DNA sentezinin 
başlaması için DNA polimeraza bir başlangıç noktası oluşturmak amacıyla, bir ucundan radyoizotop ile işaretlenmiş primerler 
kullanılmaktayken, günümüzde bu radyoaktif parçaların insan sağlığı açısından oluşturacağı olumsuz etkileri azaltmak amacıyla 
floresan boyalarla işaretlenmiş primerler kullanılmakta ve görüntülemeler de buna uygun olarak geliştirilmiş bilgisayar sistemleri 
tarafından otomatik olarak yapılmaktadır. Floresan boyayla işaretli dideoksi nükleotid trifosfatlar (ddNTP)’rın kullanıldığı Sanger 
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yöntemiyle çok sayıda örnek aynı anda dizilenebilmekte, her bir 
yürütmede 400-800 bazlık bir uzunluğa sahip olan DNA dizileri 
yüksek doğrulukla okunabilmektedir. Bu yöntem günümüze 
kadar en çok kullanılan DNA dizileme yöntemi olmuştur (4,5). 
Sanger dizileme ve floresan tabanlı elektroforez teknolojileri 
kullanılarak insan DNA dizisinin büyük çoğunluğu 
tanımlanmıştır. 2003 yılında sonuçları paylaşılmaya başlanan 
İnsan Genom Projesinin büyük bir kısmı, Sanger dizileme 
cihazları kullanılarak gerçekleştirilmiştir. Proje kapsamında 
çalışılan ve ilk tamamlanan insan genom dizilemesi, 10 yıllık bir 
süre sonunda yaklaşık 3 milyar dolarlık bir maliyetle 
tamamlanmıştır (6). İnsan genom projesinin bitirilmesi ile 
birlikte yeni nesil dizileme (YND) olarak adlandırılan masif 
paralel dizileme yöntemleri geliştirilmeye başlanmıştır. Yeni 
Nesil Dizileme yönteminde kullanılan ilk Next Generation 
Sequencing (NGS) cihazı ise 2005 yılında kullanıma 
sunulmuştur (7). Bu tarihten itibaren geliştirilen NGS 
platformları ile birlikte moleküler genetik alanında bir çığır 
aşılmıştır. Geçtiğimiz son on yılda ortaya çıkmış yüksek verimli 
dizileme teknolojileri dahil olmak üzere kullanımı giderek artan 
çeşitli moleküler yöntemler bir çok alanda ilerlemenin önünü 
açmıştır. 
 
ÇALIŞMA PRENSİBİ 
Yeni Nesil Dizileme (YND) yönteminin temeli DNA’nın 
enzimatik reaksiyonlarla kesilerek çok sayıda DNA parçasıyla 
bir kütüphane oluşturulması ve kütüphaneyi oluşturan DNA 
parçalarının çoğaltılmasına dayanmaktadır. Milyonlarca küçük 
DNA parçasının paralel sekanslama ile eş zamanlı olarak 
dizilenmesi gerçekleştirilmekte; bu sayede genomdaki her bir 
bazın birden çok kez okunması mümkün olmakta ve 
varyasyonlar daha doğru bir şekilde tespit edilebilmektedir (8). 
Sistem ana hatlarıyla; Çalışma yapılacak biyolojik materyalin 
elde edilmesi, Elde edilen biyolojik materyallerden genomik 
DNA’nın izolasyonu, İzole edilen DNA’daki hedef bölgelerin 
seçilmesi, DNA’nın enzimatik reaksiyonla kesilerek DNA 
kütüphanesinin oluşturulması, Kütüphaneyi oluşturan DNA 
parçalarının çoğaltılması, DNA parçalarının dizilenmesi, 
Dizileme sonrası ham verinin oluşturulması, Kaynak dizi 
üzerine haritalama, Olası değişimlerin tanımlanarak 
yorumlanması, Sanger dizileme veya NGS ile doğrulama ve 
ayrışma (segregasyon) analizi, aday patojenik değişimlerin 
belirlenmesi ve son olarak ta elde edilen bu verilerin 
raporlanması basamaklarından oluşmaktadır (Şekil 1). 
 
 
 

 
 
Şekil 1. YND’nin akış şeması 

Günümüzde farklı dizileme yöntemi kullanan NGS platformları 
mevcuttur. Bugün tüm dünyada YND sistemleri olan Illumina 
Miseq, SOLID, Ion Torrent, Roche 454, Pacific Biosciences 
yaygın olarak kullanılmaktadır. Bu platformlarda ortak olarak 
çalışma aşamaları DNA kütüphanesi oluşturma, dizileme, 
görüntüleme ve elde edilen verilerin analizi basamaklarını 
kapsamaktadır. Illumina platformunda, enzimatik aşamalar ve 
görüntüleme işlemlerinin hepsi “flow cell” adı verilen kısımda 
gerçekleşmektedir. “Flow cell” yüzeyinde köprüleşen PCR 
tekniği kullanılarak çoğaltılan klonal DNA parçaları daha sonra 
LED ve filtreler yardımıyla 4 farklı floresan renk oluşumunu 
sağlayan reversibl terminatörler kullanılarak sanger dizilemeye 
benzer bir şekilde senteze dayalı olarak dizilenmektedir 
(sequencing by synthesis). Cihaz farklı dalga boylarındaki her bir 
rengi ayrı ayrı algılayarak analiz edilen DNA parçasının 
nükleotid dizilimini ortaya koymaktadır (8-11). 
 
KULLANIM ALANLARI 
OMIM istatistiklerine göre günümüzde 6000’den fazla tek gen 
hastalığı bulunmakla beraber bunların neredeyse üçte ikisinin 
moleküler temeli bilinmemektedir (12). Tüm genom, tüm ekzom 
dizileme yöntemleri özellikle nadir hastalıklara neden olan 
mutasyonların tanısında, yeni genlerin keşfinde, fenotipik ve 
genotipik olarak heterojenite gösteren hastalıkların tanısında 
yaygın olarak kullanılmaya başlanmıştır (13-16). Tüm ekzom 
dizileme ile sadece proteine çevrilen bölgelerin dizilenmesi 
amaçlanmakta, tüm genom dizileme ile insan genomunun 
tamamını oluşturan 3.2 milyar baz çifti NGS teknolojisi 
sayesinde günümüzde 1 günde dizilenebilmektedir (17). 
Mendeliyen hastalıklar için patojenik varyantların yaklaşık 
olarak %85'inin ekzonlarda veya ekzon-intron birleşme 
bölgelerinde bulunmasından dolayı; tüm kodlayan bölgeleri 
%95’ten daha fazla bir kapsayıcılıkla okuyabilen WES (whole 
exome sequencing) Mendelian hastalıklara neden olan genlerin 
tespit edilmesinde çok önemli bir analiz yöntemi olarak 
karşımıza çıkmaktadır. Bunun yanında WES ile çoğu hastalığa 
yatkınlık oluşturduğu ortaya konmuş genomda yaygın olarak 
bulunan tek nükleotid polimorfizm (single nucleotide 
polymorphism; SNP)’lerinin tespiti de mümkün olmaktadır. 
WES’in maliyeti tüm genom dizilemeye göre çok daha ucuz 
olmakla birlikte tüm genom dizileme; intronik ve intergenik 
bölgelerdeki değişiklikler ile insersiyon, delesyon ve 
translokasyonlar gibi yapısal varyantları çok daha duyarlı tespit 
edebilmektedir. Günümüzde tüm genom sekanslama maliyeti 
teknolojinin gelişmesine bağlı olarak 1000 dolar civarına kadar 
düşmüştür (8,11-13,18-21). 
NGS teknolojileri ile tüm genom ve tüm ekzom dizilenmesinin 
yanısıra hedefe yönelik olarak oluşturulan YND panelleri ile 
etyolojisi genetik heterojenite gösteren hastalıklar için çok sayıda 
gen aynı anda dizilenebilmektedir. İmmun yetmezlikler, kemik 
iliği yetmezliği ile giden sendromlar, nörolojik hastalıklar, renal 
hastalıklar, bağ doku hastalıkları, kanser yatkınlık sendromları, 
kardiyomiyopatiler, işitme kaybı ve körlük etiyolojisi vb taramak 
amacıyla oluşturulan paneller günümüzde çalışılmaktadır (22). 
NGS teknolojileri prenatal tanıda ve serbest fetal DNA (cffDNA, 
cell-free fetal DNA) analizlerinde de kullanılmaktadır (23). 
Kanserli bir hastada, hastalığın tüm aşamalarında dolaşım 
sistemine malign hücrelerin salınmakta olduğu gerçeğinden 
hareketle özellikle 1990’lı yıllardan itibaren dolaşımdaki tümör 
hücrelerinin veya serbest dolaşan DNA parçacıklarının invaziv 
olmayan tetkiklerle elde edilebilmesi için çalışmalar yapılmaya 
başlanmış, günümüzde “likit biyopsi” olarak uygulanan bu 
yöntemler hasta ve doktorlara tanı/tedavi yaklaşımlarında önemli 
seçenekler sunmaya başlamıştır (24). Yeni nesil dizi analizleri 
sayesinde neoplastik hücrelerin genetik/epigenetik özellikleri 
belirlenerek hematolojik kanserler başta olmak üzere akciğer, 
meme, pankreas gibi ulaşılması güç olan solid doku kanserlerinin 
erken tanısı, bireysel tedavi yaklaşımlarının oluşturulması ve 
hastaların tedaviye olan yanıtlarının izlenmesi daha doğru bir 
şekilde saptanabilir hale gelmiştir (25-27). 
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Günümüzde NGS teknolojisi; transkriptom dizileme ve 
epigenetik çalışmalar dahil birçok alanda kullanılmakta olup; 
ayrıca kromatin yapısı ve metilasyon paterni çalışmalarında, 
transkripsiyon faktörlerinin bağlanma bölgelerinin 
karakterizasyonu, mRNA profili çıkarılması, ekspresyon 
çalışmaları için RNA dizileme, atasal DNA’yı araştırmak ve 
metagenomik araştırmalarda sıkça kullanılmaktadır (28). Ayrıca 
mikrobiyolojide hastalığa yol açan mikroorganizmaların 
genomları dizilenebilmekte, adli tıpta ve pek çok temel bilim 
alanında farklı NGS uygulamaları kullanıma girmektedir (10). 
 
SANGER DİZİMEYE KARŞI YENİ NESİL DİZİLEME 
Geleneksel Sanger dizileme yöntemiyle substitüsyonlar, küçük 
insersiyonlar ve delesyonların tespiti kısıtlı olduğundan 
submikroskopik delesyonlar, kopya sayısı değişikliklerinin 
tespiti için çoğu zaman FISH, microarray, array-CGH analizleri 
yapmak gerekmektedir. Bununla birlikte farklı biyoinformatik 
algoritmalar kullanılarak NGS yöntemiyle tüm bu verileri tek bir 
seferde elde etmek mümkün hale gelmektedir. Sanger dizileme 
bugün hala DNA dizi analizi için altın standart yöntem olarak 
kabul edilse de, sonuç verme süresinin uzun olması ve maliyetin 
pahalı olması gibi dezavantajlara sahiptir. Son yıllarda gelişen 
yeni nesil dizileme teknolojisi ile yüksek miktarda verinin hızlı 
bir şekilde ve düşük maliyette analizi yapılabilmektedir (17,29). 
Dr. Biesecker ve ark. (30)’nın 2016 yılında gerçekleştirdikleri 
araştırma sonucu DNA dizi varyantlarının doğruluğunu kontrol 
etmek amacıyla kullanılan Sanger dizilemenin NGS’ye göre daha 
fazla hata yaptığı ortaya konmuştur. Yine klinik kullanımda 
pozitif NGS bulgularını doğrulamak amacıyla en sık başvurulan 
yöntem olan Sanger dizilemenin uzun sürede sonuç vermesi ve 
yüksek maliyetlerine kıyasla NGS’nin daha doğru ve güvenilir 
sonuçlar verdiği gösterilmiştir. 
NGS yöntemlerinin avantajı aynı anda milyonlarca kısa DNA 
parçasının dizilenebilmesi ve sonrasında bu dizilerin 
elektroforeze ihtiyaç duyulmaksızın direk olarak 
okunabilmesidir. Bu teknolojinin dezavantajı ise göreceli olarak 
kısa okumalar yapmasıdır. Okunan bu kısa parçaların genoma 
doğru bir şekilde hizalanması gerekmekte bu konuda özel 
algoritmalara ihtiyaç duyulmaktadır (21). Ayrıca bazı bölgeler 
aşırı guanin / sitozin (GC) içeriğinden dolayı yanlış sıralanmakta 
veya hatalı dizilenebilmekte yine tekrar bölgelerinde cihaz 
okuma hataları yapabilmektedir. Klinik kullanımda NGS'nin bir 
diğer dezavantajı ise kapasite ve depolama özelliği oldukça 
gelişmiş bilgisayar sistemlerine ve verileri kapsamlı bir şekilde 
yorumlayabilecek uzman personellere ihtiyaç duymasıdır.  
Gelişen teknolojiyle beraber yeni nesil dizi analizlerinde 
önümüzdeki süreçlerde nanoporların dizilemede kullanılacağı 
öngörülmektedir. Bu teknik dört farklı nükleotide karşılık gelen 
akım değişikliklerinin belirlenerek nanoporlardan geçen DNA 
dizisinin belirlenmesi esasına dayanmaktadır. Bu yöntem ile 
yakın zamanda ekzonükleazlar tarafından kesilen bazın herhangi 
bir polimerizasyona gerek duyulmadan nanoporlardan 
geçirilerek çok kısa süreler içerisinde tüm genom analizinin 
yapılabilmesi planlanmakta ve maliyetlerin de düşük olması 
beklenmektedir. Bu konuda çalışmalar sürmektedir (31,32). 
Hastalıklara neden olan genetik etiyolojinin ortaya konması ile 
hastalara daha doğru genetik danışmanlık verilebilmekte, risk 
altında olan aile bireyleri hızlıca taranabilmektedir. Böylece 
DNA dizileme yöntemi kullanılarak genetik temeli olan çeşitli 
hastalıkların başarılı bir şekilde tanımlanması yapılabilmektedir 
(33-40). Hastalara uygulanacak tedavi seçeneklerinin 
değerlendirilmesinde genetik tanının önemi büyüktür; yakın 
gelecekte genetik tedavilerin de uygulamaya gireceği 
öngörülmektedir. Günümüzde moleküler genetik tanı sayesinde 
ailelere erken prenatal tanı ve PGD (preimplantasyon genetik 
tanı) imkanları sunulmaktadır. Geleneksel yöntemlerle çok 
sayıda etkilenmiş bireye sahip geniş aileler olmadan penetransı 
düşük, ekspressivitesi değişken, genetik heterojenite gösteren 
hastalıklara sebep olan genetik altyapıyı ortaya koymak ve bu tür 
ailelere genetik danışmanlık vermenin zorluklarına kıyasla yeni 

nesil dizi analizlerinin gelişmesi ile birlikte fenotipik ve 
genotipik heterojenite gösteren hastalıkların genetik temelinin 
ortaya konması mümkün olmaktadır (13,41,42). 
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