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Yeni Nesil Dizileme (YND) yonteminin temeli DNA’nin enzimatik reaksiyonlarla kesilerek ¢ok sayida DNA parcastyla bir kiitiiphane
olusturulmasi ve kiitiiphaneyi olusturan DNA pargalarinin ¢ogaltilmasma dayanmaktadir. OMIM istatistiklerine gore giiniimiizde
6000°den fazla tek gen hastaligi bulunmakta olup, bunlarin nerdeyse iigte ikisinin molekiiler temeli bilinmemektedir. YND
platformlarinin gelismesine bagli olarak birgok hastaligin molekiiler temelinin anlasilmasinda biiyiik ilerlemeler kaydedilmeye
baslanmustir. YND teknolojileri ile tiim genom ve tiim ekzom dizilenmesinin yanisira hedefe yonelik olarak olusturulan YND panelleri
ile etiyolojisi genetik heterojenite gosteren hastaliklar i¢in ¢ok sayida gen ayni anda dizilenebilmektedir. Hastaliklara neden olan
genetik etiyolojinin ortaya konmasi ile hastalara daha dogru genetik danigsmanlik verilebilmekte, risk altinda olan aile bireyleri hizlica
taranabilmektedir. Yeni nesil dizi analizlerinin gelismesi ile birlikte fenotipik ve genotipik heterojenite gosteren hastaliklarin genetik
temelinin ortaya konmasi miimkiin olmaktadir. Bildigimiz kadariyla YND ile ilgili suana kadar yazilmis birkag Ingilizce derleme
haricinde hi¢ Tiirk¢e derleme yoktur. Bu nedenle bu derlemede YND ile ilgili bilinenler okuyuculara sunulmaya ¢aligilmistir.
Anahtar kelimeler: YND; seckans; 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.

GIRIS

Sanger ve ark. (1,2) 1977 yilinda, 3’OH grubu dehidroksile edilmis olan niikleotidleri (dideoksiniikleotidler (ddNTP)) kullanarak DNA
zincir uzamasinin durdurulmasi prensibine dayali bir DNA dizileme yontemi gelistirmislerdir. 1986 yilinda Mullis ve ark. (3) tarafindan
temel olarak DNA’nin belirli bir bdlgesinin in vitro olarak ¢ogaltilmasi iglemi olan PCR’in (Polimerase Chain Reaction) kesfinden
sonra ise DNA dizi analizinin kullaninu iyice yaygimlagmaya baslamistir. Dizi analizi yonteminde ilk zamanlarda DNA sentezinin
baslamasi i¢in DNA polimeraza bir baglangi¢ noktasi olusturmak amaciyla, bir ucundan radyoizotop ile isaretlenmis primerler
kullanilmaktayken, giiniimiizde bu radyoaktif parcalarin insan saglig1 agisindan olusturacagi olumsuz etkileri azaltmak amaciyla
floresan boyalarla isaretlenmis primerler kullanilmakta ve goriintiilemeler de buna uygun olarak gelistirilmis bilgisayar sistemleri
tarafindan otomatik olarak yapilmaktadir. Floresan boyayla isaretli dideoksi niikleotid trifosfatlar (ddNTP)’rin kullanildig1 Sanger
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yontemiyle ¢ok sayida 6rnek ayni anda dizilenebilmekte, her bir
yiriitmede 400-800 bazlik bir uzunluga sahip olan DNA dizileri
yiksek dogrulukla okunabilmektedir. Bu yontem giliniimiize
kadar en ¢ok kullanilan DNA dizileme yontemi olmustur (4,5).
Sanger dizileme ve floresan tabanli elektroforez teknolojileri
kullanilarak insan DNA  dizisinin  biiyiik  ¢ogunlugu
tanimlanmustir. 2003 yilinda sonuglar1 paylasiimaya baslanan
Insan Genom Projesinin biiyiik bir kismi, Sanger dizileme
cihazlar1 kullanilarak gerceklestirilmistir. Proje kapsaminda
caligilan ve ilk tamamlanan insan genom dizilemesi, 10 yillik bir
sire sonunda yaklagtk 3 milyar dolarlik bir maliyetle
tamamlanmistir (6). Insan genom projesinin bitirilmesi ile
birlikte yeni nesil dizileme (YND) olarak adlandirilan masif
paralel dizileme yontemleri gelistirilmeye baslanmistir. Yeni
Nesil Dizileme yonteminde kullanilan ilk Next Generation
Sequencing (NGS) cihazi ise 2005 yilinda kullanima
sunulmustur (7). Bu tarihten itibaren gelistirilen NGS
platformlar1 ile birlikte molekiiler genetik alaninda bir ¢igir
astlmistir. Gegtigimiz son on yilda ortaya ¢ikmis yiiksek verimli
dizileme teknolojileri dahil olmak iizere kullanimi giderek artan
cesitli molekiiler yontemler bir ¢ok alanda ilerlemenin Oniinii
acmustir.

CALISMA PRENSIBI

Yeni Nesil Dizileme (YND) yonteminin temeli DNA’nin
enzimatik reaksiyonlarla kesilerek ¢ok sayida DNA parcasiyla
bir kiitiiphane olusturulmasi ve kiitiiphaneyi olusturan DNA
parcalarinin ¢ogaltilmasina dayanmaktadir. Milyonlarca kiigiik
DNA pargasinin paralel sekanslama ile es zamanli olarak
dizilenmesi gergeklestirilmekte; bu sayede genomdaki her bir
bazin birden ¢ok kez okunmasi miimkiin olmakta ve
varyasyonlar daha dogru bir sekilde tespit edilebilmektedir (8).
Sistem ana hatlariyla; Calisma yapilacak biyolojik materyalin
elde edilmesi, Elde edilen biyolojik materyallerden genomik
DNA’nm izolasyonu, izole edilen DNA’daki hedef bdlgelerin
secilmesi, DNA’nin enzimatik reaksiyonla kesilerek DNA
kiitiphanesinin olusturulmasi, Kiitiiphaneyi olusturan DNA
parcalarinin  ¢ogaltilmasi, DNA parcalarinin  dizilenmesi,
Dizileme sonrasi ham verinin olusturulmasi, Kaynak dizi
iizerine  haritalama, Olast degisimlerin  tanimlanarak
yorumlanmasi, Sanger dizileme veya NGS ile dogrulama ve
ayrigma (segregasyon) analizi, aday patojenik degisimlerin
belirlenmesi ve son olarak ta elde edilen bu verilerin
raporlanmasi basamaklarindan olugmaktadir (Sekil 1).

Calisma yapilacak biyolojik materyalin elde edilmesi

Genomik DNA'nin izolasyonu
|
DNA'daki hedef bolgelerin segilmesi

Kitliphaneyi olusturan DNA pargalarinin gogaltilmas:
1

DMA parcalarinin dizilenmesi
|

Ham verinin olusturulmasi

Kaynak dizi Gzerine haritalama

Olasi varyantlarin tanimlanarak yorumlanmasi
1

Sanger dizileme veya NGS ile dogrulama ve aynsma analizi
1

Aday Patojenik varyantlann belirlenmesi

Raporlama

Sekil 1. YND’nin akis semast
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Giinlimiizde farkli dizileme yontemi kullanan NGS platformlar:
mevcuttur. Bugiin tim diinyada YND sistemleri olan Illumina
Miseq, SOLID, Ion Torrent, Roche 454, Pacific Biosciences
yaygin olarak kullanilmaktadir. Bu platformlarda ortak olarak
calisma asamalari DNA kiitiiphanesi olusturma, dizileme,
goriintiileme ve elde edilen verilerin analizi basamaklarini
kapsamaktadir. Illumina platformunda, enzimatik asamalar ve
goriintiileme islemlerinin hepsi “flow cell” ad1 verilen kisimda
gergeklesmektedir. “Flow cell” yiizeyinde kopriilesen PCR
teknigi kullanilarak ¢ogaltilan klonal DNA pargalart daha sonra
LED ve filtreler yardimyla 4 farkli floresan renk olusumunu
saglayan reversibl terminatorler kullanilarak sanger dizilemeye
benzer bir sekilde senteze dayali olarak dizilenmektedir
(sequencing by synthesis). Cihaz farkli dalga boylarindaki her bir
rengi ayri1 ayri algilayarak analiz edilen DNA parcasinin
niikleotid dizilimini ortaya koymaktadir (8-11).

KULLANIM ALANLARI

OMIM istatistiklerine gore glinimiizde 6000’den fazla tek gen
hastaligir bulunmakla beraber bunlarin neredeyse {icte ikisinin
molekiiler temeli bilinmemektedir (12). Tiim genom, tiim ekzom
dizileme yontemleri Ozellikle nadir hastaliklara neden olan
mutasyonlarin tanisinda, yeni genlerin kesfinde, fenotipik ve
genotipik olarak heterojenite gdsteren hastaliklarin tanisinda
yaygin olarak kullanilmaya baslanmustir (13-16). Tiim ekzom
dizileme ile sadece proteine cevrilen bolgelerin dizilenmesi
amaglanmakta, tiim genom dizileme ile insan genomunun
tamamint olusturan 3.2 milyar baz c¢ifti NGS teknolojisi
sayesinde giinlimiizde 1 giinde dizilenebilmektedir (17).
Mendeliyen hastaliklar igin patojenik varyantlarin yaklasik
olarak %85'inin ekzonlarda veya ekzon-intron birlesme
bolgelerinde bulunmasindan dolayi; tiim kodlayan bolgeleri
%095°ten daha fazla bir kapsayicilikla okuyabilen WES (whole
exome sequencing) Mendelian hastaliklara neden olan genlerin
tespit edilmesinde ¢ok Onemli bir analiz yontemi olarak
karsimiza ¢ikmaktadir. Bunun yaninda WES ile ¢ogu hastaliga
yatkinlik olusturdugu ortaya konmus genomda yaygim olarak
bulunan tek niikleotid polimorfizm (single nucleotide
polymorphism; SNP)’lerinin tespiti de miimkiin olmaktadir.
WES’in maliyeti tim genom dizilemeye gore ¢ok daha ucuz
olmakla birlikte tiim genom dizileme; intronik ve intergenik
bolgelerdeki  degisiklikler ile insersiyon, delesyon ve
translokasyonlar gibi yapisal varyantlar1 ¢ok daha duyarli tespit
edebilmektedir. Giiniimiizde tiim genom sekanslama maliyeti
teknolojinin gelismesine bagli olarak 1000 dolar civarma kadar
diigmiistiir (8,11-13,18-21).

NGS teknolojileri ile tiim genom ve tiim ekzom dizilenmesinin
yanisira hedefe yonelik olarak olusturulan YND panelleri ile
etyolojisi genetik heterojenite gdsteren hastaliklar i¢in ¢ok sayida
gen aym anda dizilenebilmektedir. Immun yetmezlikler, kemik
iligi yetmezligi ile giden sendromlar, nérolojik hastaliklar, renal
hastaliklar, bag doku hastaliklari, kanser yatkinlik sendromlari,
kardiyomiyopatiler, isitme kaybi ve korliik etiyolojisi vb taramak
amactyla olusturulan paneller giiniimiizde ¢aligilmaktadir (22).
NGS teknolojileri prenatal tanida ve serbest fetal DNA (cffDNA,
cell-free fetal DNA) analizlerinde de kullanilmaktadir (23).
Kanserli bir hastada, hastaligin tiim asamalarinda dolasgim
sistemine malign hiicrelerin salinmakta oldugu gergeginden
hareketle 6zellikle 1990’11 yillardan itibaren dolagimdaki timor
hiicrelerinin veya serbest dolasan DNA pargaciklarinin invaziv
olmayan tetkiklerle elde edilebilmesi i¢cin ¢aligmalar yapilmaya
baglanmis, giiniimiizde “likit biyopsi” olarak uygulanan bu
yontemler hasta ve doktorlara tani/tedavi yaklagimlarinda 6nemli
secenekler sunmaya baslamistir (24). Yeni nesil dizi analizleri
sayesinde neoplastik hiicrelerin genetik/epigenetik &zellikleri
belirlenerek hematolojik kanserler basta olmak iizere akciger,
meme, pankreas gibi ulagilmasi gii¢ olan solid doku kanserlerinin
erken tanisi, bireysel tedavi yaklasimlarinin olusturulmasi ve
hastalarin tedaviye olan yanitlarinin izlenmesi daha dogru bir
sekilde saptanabilir hale gelmistir (25-27).
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Giintimiizde NGS teknolojisi; transkriptom dizileme ve
epigenetik calismalar dahil bircok alanda kullanilmakta olup;
ayrica kromatin yapist ve metilasyon paterni calismalarinda,
transkripsiyon faktorlerinin baglanma bolgelerinin
karakterizasyonu, mRNA profili ¢ikarilmasi, ekspresyon
caligmalart igin RNA dizileme, atasal DNA’y1 arasgtirmak ve
metagenomik arastirmalarda sikca kullanilmaktadir (28). Ayrica
mikrobiyolojide hastalifa yol agan mikroorganizmalarin
genomlar1 dizilenebilmekte, adli tipta ve pek cok temel bilim
alaninda farklt NGS uygulamalari kullanima girmektedir (10).

SANGER DiZiMEYE KARSI YENi NESIiL DiZILEME
Geleneksel Sanger dizileme yontemiyle substitiisyonlar, kiigiik
insersiyonlar ve delesyonlarin tespiti kisith oldugundan
submikroskopik delesyonlar, kopya sayist degisikliklerinin
tespiti icin ¢ogu zaman FISH, microarray, array-CGH analizleri
yapmak gerekmektedir. Bununla birlikte farkli biyoinformatik
algoritmalar kullanilarak NGS yontemiyle tiim bu verileri tek bir
seferde elde etmek miimkiin hale gelmektedir. Sanger dizileme
bugiin hala DNA dizi analizi i¢in altin standart yontem olarak
kabul edilse de, sonug verme siiresinin uzun olmasi ve maliyetin
pahali olmasi gibi dezavantajlara sahiptir. Son yillarda gelisen
yeni nesil dizileme teknolojisi ile yiiksek miktarda verinin hizl
bir sekilde ve diisiik maliyette analizi yapilabilmektedir (17,29).
Dr. Biesecker ve ark. (30)’nin 2016 yilinda gergeklestirdikleri
arastirma sonucu DNA dizi varyantlarinin dogrulugunu kontrol
etmek amaciyla kullanilan Sanger dizilemenin NGS’ye gére daha
fazla hata yaptigi ortaya konmustur. Yine klinik kullanimda
pozitif NGS bulgularini dogrulamak amaciyla en sik basvurulan
yontem olan Sanger dizilemenin uzun siirede sonug vermesi ve
yiiksek maliyetlerine kiyasla NGS’nin daha dogru ve giivenilir
sonuclar verdigi gosterilmistir.

NGS yontemlerinin avantaji ayn: anda milyonlarca kisa DNA
parcasmnin  dizilenebilmesi ve sonrasinda bu dizilerin
elektroforeze ihtiyag duyulmaksizin direk  olarak
okunabilmesidir. Bu teknolojinin dezavantaji ise goreceli olarak
kisa okumalar yapmasidir. Okunan bu kisa pargalarin genoma
dogru bir sekilde hizalanmasi gerekmekte bu konuda 6zel
algoritmalara ihtiya¢c duyulmaktadir (21). Ayrica bazi bdlgeler
asir1 guanin / sitozin (GC) igeriginden dolay1 yanlis siralanmakta
veya hatali dizilenebilmekte yine tekrar bolgelerinde cihaz
okuma hatalar1 yapabilmektedir. Klinik kullanimda NGS'nin bir
diger dezavantaji ise kapasite ve depolama 6zelligi oldukca
gelismis bilgisayar sistemlerine ve verileri kapsamli bir sekilde
yorumlayabilecek uzman personellere ihtiya¢ duymasidir.
Geligsen teknolojiyle beraber yeni nesil dizi analizlerinde
onilimiizdeki siireclerde nanoporlarin dizilemede kullanilacag:
ongoriilmektedir. Bu teknik dort farkli niikleotide karsilik gelen
akim degisikliklerinin belirlenerek nanoporlardan gecen DNA
dizisinin belirlenmesi esasina dayanmaktadir. Bu yontem ile
yakin zamanda ekzoniikleazlar tarafindan kesilen bazin herhangi
bir polimerizasyona gerek duyulmadan nanoporlardan
gecirilerek ¢ok kisa siireler igerisinde tim genom analizinin
yapilabilmesi planlanmakta ve maliyetlerin de diisiikk olmasi
beklenmektedir. Bu konuda ¢aligmalar siirmektedir (31,32).
Hastaliklara neden olan genetik etiyolojinin ortaya konmasi ile
hastalara daha dogru genetik damigmanlik verilebilmekte, risk
altinda olan aile bireyleri hizlica taranabilmektedir. Boylece
DNA dizileme yontemi kullanilarak genetik temeli olan gesitli
hastaliklarmn basarili bir sekilde tanimlanmasi yapilabilmektedir
(33-40). Hastalara uygulanacak tedavi seceneklerinin
degerlendirilmesinde genetik tanmm Onemi biyiiktiir; yakin
gelecekte genetik tedavilerin  de uygulamaya girecegi
ongoriilmektedir. Giintimiizde molekiiler genetik tani sayesinde
ailelere erken prenatal tan1 ve PGD (preimplantasyon genetik
tan1) imkanlar1 sunulmaktadir. Geleneksel yontemlerle g¢ok
sayida etkilenmis bireye sahip genis aileler olmadan penetransi
diisiik, ekspressivitesi degisken, genetik heterojenite gosteren
hastaliklara sebep olan genetik altyapiyi ortaya koymak ve bu tiir
ailelere genetik danigmanlik vermenin zorluklarina kiyasla yeni
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nesil dizi analizlerinin gelismesi ile birlikte fenotipik ve
genotipik heterojenite gosteren hastaliklarin genetik temelinin
ortaya konmasit miimkiin olmaktadir (13,41,42).
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