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New Generation DNA Sequencing
Abstract

Next-generation sequencing has a potential to dramatically accelerate biological research,
by enabling the comprehensive analysis of genomes, transcriptomes and DNA-protein
interactions to become inexpensive, routine and widespread. The next-generation sequencing
technologies offer novel and rapid ways for genome-wide characterisation and profiling of
mRNAs, small RNAs, transcription factor binding regions, structure of chromatin and DNA
methylation patterns, ancient DNA, microbiology and metagenomics. This review discusses
next generation sequencing technologies, recent advances in next generation sequencing
systems and applications for next generation technologies.

yapisi, niikleer yapilanma ve genom varyasyonlan (gesitliligi)
hakkinda bilgi iiretimini saglayan 6nemli bir ara¢ olmustur.

Yeni nesil DNA dizileme sistemleriyle yiiksek dogrulukla,
ultra hizh olarak, dizleme yapilabilmektedir. Bu yéntemle elde
edilen bir mikrobiyal genom dizisi aragtirmacilara bagka hicbir

Giris

Insan genom projesinin tamamlanmas postgenomik alanm
baglangic1 olmustur ve sistem biyolojisi yaklagim biiyiik Gnem

kazanmugtir. Insan genomundaki hiicresel hemostaz, gelisim deneysel yontem ile elde edilemeyecek kadar zengin ve &zgiin

ve hastalik ilerleyisi ile iligkili diizenleyici aglar (regulator
network) ve bu aglarda rol oynayan fonksiyonel elementler
tanimlanmaya baglanmgtir. Hiicresel aktiviteleri diizenleyen
genomdaki bu fonksiyonel elementlerin belirflenmesi ve bunlarn
popiilasyonlar arasindaki varyasyonlar: kigiye 6zgii tedavinin
gehstirilmesine de temel olugturur.

Son yillarda gelistirilen yeni nesil DNA dizileme

teknolojisi, genetik/epigenetik diizenleyici aglarin, kromatin

bilgi saglamaktadir. Ornegin 4.6 Mb’lik E. coli genomu tek
bir okuma ile tamamlanabilmektedir. Yapilan bir caligmada E.
coli genomu dort kere, herbir kogmada 400.000 okuma yapilarak
de novo dizilenmis ve sekanslamalarin %99.997 ila %99.999
arasinda dogrulukla yapildig: tespit edilmistir (1, 7).

Yeni nesil DNA dizileme teknolojisi kullanilarak, de novo
dizileme yontemi ile bitki, bakteri, maya, mantar, virus gibi

farkli organizmalarin genomlarinin ve bakteri yapay
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kromozomlarinin (Bacterial Artifical Chromosomes (BACs))
ultra hizh olarak, yiiksek dogrulukla dizilenmesi miimkiindiir.
De novo dizileme, shotgun ve paired-end dizileme yontemlerini
kapsamaktadir. Biitiin Genom Dizileme Sistemi ile dizileme
kiiciik DNA parcgaciklar1 ve adaptor dizilerinin pikolitre
hacimlerde biiyiik ¢apl paralel dizileme (massive parelel

sequencing) ile dizilenmesi prensibine dayanmaktadir (1).

Shotgun Dizileme metodu uzun DNA parcalarini
dizilemek i¢in kullanilir. Bu metodta biiylik boyutlardaki
genomik DNA veya bakteri yapay kromozomlarn fiziksel
olarak, rastgele kiiciik (300-800 bp) boyutlara parcalanir. Bu
DNA pargaciklari, uglarina eklenen adaptorlerden DNA
yakalama boncuklar tarafindan tutularak bir DNA kiittiphanesi
olugturulur. Daha sonra her bir boncuk tarafindan yakalanan
DNA pargacigi ayn ayn dizilenir ve okunan biitlin pargalar
Biyoinformatik yazilimlarla birlegtirilir. Shotgun Dizileme
teknigi bircok 6nemli grup tarafindan kullamlmigtir. Bu metod
ile insan gibi karmagik genomlardan (2) Drosophila
melanogaster genomuna (3) ve Haemophilus influenzae (4)
gibi bakteri ve virus genomlarina uzanan birgok tiiriin tim

genom haritasi ortaya ¢ikarilmigtir.

De novo dizi okumalar1 kontigler haline getirildikten
sonra bu parcalar paired-end (kiit u¢) okumalari ile dogru
yonde dizilerek birlegtirilir. Bu paired-end okumalarimn herbir
tarafinda birbirlerinden yaklagik olarak 2.5 kb uzaklikta iki
adet 20-mer’lik DNA pargacig1 bulunur. Biyoinformatik
yazilimlar sayesinde 20-merlik bu pargaciklar olugturulan
kontig’lere haritalamir ve bdylece bu kontigler dogru yonde
dizilerek birlegtirilir. Bu birlestirilmig diziler sayesinde yiiksek

kalitede ve dogrulukta genom dizisi elde edilir.

Giintimiizde kullanilan yeni nesil dizileme sistemleri,
Roche 454 genome analyzer, Illumina Genome Analyzer,
Applied BioSystem SOLiD, Complete Genomics, Helios,

Pacific Biosciences ve IonTorrent’dir.

Yeni nesil DNA dizileme teknolojisi hayal bile
edilemeyecek kadar ¢ok bilgi ve yeni yaklagimlar saglar. Fakat
bu kadar ¢ok bilginin depolanmasi, analizi ve
degerlendirmesinde biiyiik giicliikler vardir. Yeni nesil DNA
dizileme teknolojisinin bagarili bir sekilde kullanilmasi i¢in
geligmig biyoinformatik analiz araglanina ihtiyac duyulmaktadir.

Ayrica ¢ok sayida kisa okuma elde edilmeside Gnemli bir

problemdir. Okuma uzunlugu ve hata oram1 konusu hala
geligtirilmektedir.

Sanger (Dideoksi) ve
Yeni nesil dizileme metodlar:

Sanger Metodu

Genom sekansinin belirlenmesinde en yaygin olarak
kullanilan yontem, shotgun teknigi ile Sanger (dideoksi)
metodudur. Sanger metodu zincir sonlandirma metodu olarak
da adlandirilir, Shotgun Dizileme metodu uzun DNA parcalarim
dizilemek i¢in kullamlir. Sanger yontemi ile bir kerede dizi
analizi yapilamayacak kadar uzun olan DNA’lar once kii¢iik
parcalara boliiniir. Elde edilen her bir parca bir plazmite
klonlanir. Klonlanan plazmitler tek tek dizilenir. Bu dizilerin
bioinformatik analizlerle bir araya getirilmesi ile uzun DNA
pargasinin dizisi elde edilir. Dizilemesi yapilacak olan DNA
dizilerinin birgok kopyasi primer normal deoksi niikleotidler
(dNTP) dATP, dCTP, dGTP, dTTP, dideoksi niikleotidler:
ddNTP; ddATP, ddCTP, ddGTP, ddTTP ve DNA Polimeraz I
enzimi ile kangtirllir. DNA dort deoksiribonukleotid trifosfat
(dATP, dCTP, dGTP, dTTP) molekiiliiniin birbirine
baglanmasiyla olugan bir polimerdir. Her yeni niikleotid bir
onceki niikleotidin 3' OH ucuna eklenir. Dideoksinukleotid
trifosfat (ddNTP) ise 3' OH ucu i¢cermez. Dolayisiyla boyle
bir molekiil zincir uzamasini durdurur ve zincirin son
niikleotidini olugturur (5). Bu DNA dizileri kapiller jel
elektroforezi kullanilarak okunur.

Pirodizileme Metodu

Sanger metodu ile uzun DNA bolgelerinin dizilenmesi
i¢in dizileme Oncesi uygulanmasi gereken klonlama ve koloni
secimi iglemlerinin ¢ok uzun siire alan zahmetli iglemler olmasi
bilim adamlarini alternatif dizileme yOntemleri arayigina
sokmugtur. Son yillardaki kayda deger teknolojik yenilikler
karmagik 6rneklerin daha 6nce goriilmemis hizda ve Slgekte
dizilenmesine olanak saglamigtir. Bu dogrultuda, 1996’da
Ronaghi ve arkadaglarimin ‘’Sentez Yoluyla Dizileme™
(sequencing by synthesis) prensibine dayal “’Pyrosequencing”
metodunu geligtirmesi bu arayiglarin sonucu olarak ortaya
cikmugtir (6). Pirodizileme (pyrosequencing) yiiksek iglem
hacmi ve diigiik maaliyeti sayesinde geleneksel Sanger

dizilemenin yerini almgtir.
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Sekil 1: Adaptir tasiyan DNA fragmanlarinin Emiilsiyon bazh PCR ile klonal amplifikasyonu (7).

ATP

Liisiferin

Oksiliisiferin ve 1sima

Sekil 2: Pirodizileme metodu (7).
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Pirodizilemenin temeli DNA polimeraz aktivitesinin
kemiliiminesan bir enzim aracihiiyla tespitine dayanmaktadir.
Dizileme reaksiyonu, dizilenecek DNA’nin tek sarmali (ssDNA)
tizerinde tamamlayici sarmalimin (complementary DNA /
cDNA) sentezlenmesi seklindedir. Oncelikle ¢ift zincirli
DNA’nin nebulizasyonu (400-800 bg¢’lik kiigiik fragmanlara
aynlmasi) gerceklestirilir. Bu fragmanlara dizileme primerlerini
tagiyan adaptorler eklenir. Adaptorleri tagiyan DNA
fragmanlarimn mikroreaktorler icerisinde emiilsiyon bazli
klonal amplifikasyonu (em-PCR) gerceklestirilir (Sekil 1). Bu
agama sonucunda yaklagik olarak 10 milyon kopyaya ¢ikarilmig
DNA fragmanlar sentez yoluyla dizileme yontemiyle yaklagik
3.6 milyon kuyu igeren bir plate’de dizilenir. Dizileme
primeriyle sabitlenen tek sarmalli kalip DNA iizerine ardigik
olarak akan A, C, G, T niikleotitlerinin kalip DNA dizisine
tamamlayici olmasi durumunda ortamda bir 151k olugur. Bu
15181 yaratan kemilliminesan sinyalin hangi niikleotidin
baglanmas: sirasinda olustugu tespit edilir. Sabitlenen ssSDNA,
DNA polimeraz, ATP siilfirilaz, liisiferaz, apiraz, APS ve
lusiferin ile inkiibe edilir. Niikleotid akig: sirasinda tamamlayici
niikleotidin gelmesi durumunda DNA polimeraz pirofosfat
(PPi) aci3a cikmasim saglar. ATP siilfirilaz enzimi bu PPi’1
kantitatif olarak ATP’ye doniigtiiriir (Sekil 2). ATP, liisiferaz
enzimi aracilifiyla lusiferinin oksilusiferine doniigmesini
saglar. Oksilusiferin goriilebilir bir 151k yaratir. Bu 15131 giddeti
ATP miktariyla dogru orantilidir ve bu sayede aym dizi
tizerindeki tek niikleotid tekrarlar1 (homopolimer) tespit edilir.
Ortaya ¢ikan bu 151k CCD kamera tarafindan kaydedilir ve
bilgisayar program yardimiyla dizi verilerine (flogram)
dondigtiiriiliir (8).

[Pirodizileme yontemi kullanilarak, klonlama yapmaksizin,
7.5 saatte 100-500 milyon bazhk dizileme yapmak miimkiindiir.
Bu sistem daha 6nce yillar alan dizileme projelerini haftalar
icinde sonuglandirmay1 miimkiin kilmigtir. DNA’nin ¢ift
sarmall1 yapisim1 bulan Nobel &diillii aragtirmaci Dr. James
Watson’in genomu bu yontemle dizilenmistir (9). Yine
Neandertal genomu (10) ve nesli tiikkenen mamut tiiriiniin
genomu (11) bu yontemlerle kisa siirelerde biitiintiyle
dizilenebilmigtir. Bu yontem bu tip karmagik genomlarin
haricinde, bakteri ve virus gibi daha basit genomlarin da bir

giin icinde tim genomunun dizilenebilmesini saglar.

Siklik geriye doniigiimlii sonlandirma (cyclic reversible
termination) ile dizileme

DNA molekiilleri 6ncelikle slide tizerindeki primerlere
baglamp amplifiye edilir (bridge amplification). Dort tip ddNTP
eklenir ve yeni sentezlenen iplifin yapisina girmeyen ddNTP’ler
yikanarak uzaklagtirihr. Pirodizilemeden farkl olarak, DNA,
her yikamadan sonra, bir niikleotid uzar. Floresan igaretli
niikleotidler kamera aracilif1 ile tespit edildikten sonra, 3’
ucundaki sonlandirici kimyasal olarak ¢ikartilir ve sonraki
siklusa gecilir (12).

Ligasyor1 yoluyla dizileme

Bu metodta da pirodizilemedeki gibi emulsiyon PCR
yapilir. Pirodizilemede oldugu gibi primerler adaptor diziler
yardimiyla kalip iplige hibridize olur. Bu metodta digerlerinden
farkh olarak DNA polimeraz yerine DNA ligaz enzimi kullanilir.
Floresan igaretli oligoniikleotid problar:1 kullanilir, problar
kalip DNA’ya hibridize olur ve primerle ligasyona girer.
Floresan deteksiyonundan sonra oligoniikleotid problarin
igaretleri 5’ fosfat ucu kesilerek yeni bir ligasyon siklusuna
gecilir. Ligasyon, deteksiyon ve aynlma sikluslan tekrarlanarak
DNA dizisi belirlenir (13).

Ion semikonduktor dizileme

Bu metod DNA’nin polimerizasyonu sirasinda ortaya
c¢ikan Hidrojen iyonlarimin saptanmasma dayamr. Tek bir Kalip
uygulamr. Verilen niikleotid kalip iplige komplementer oldugu
durumda yeni olugan iplifin yapisma katilir ve hidrojen iyonu
salinimi olur. Hidrojen iyonlar hipersensitif iyon sensorleri
tarafindan algilanir. Kalip DNA’da homopolimer tekrarlarn
varlif1 durumunda tek siklusta birden fazla niikleotid yeni
ipligin yapisma girecek ve salinan hidrojen iyonlarimn sayisma
gore daha fazla elektronik sinyal elde edilmesiyle DNA dizisi
belirlenir (14).

Narno dizileme
Bu yontem de sentez yoluyla dizileme esasina dayanr.
Direkt molekiiler sensor olarak, biyomiihendislikle iiretilmig
farkli bir polimeraz ve dNTP’ler kullanilir. Her bir nano-
makinede tek bir DNA molekiiliiniin sentezi ger¢ek zamanh
olarak izlenebilir (15).
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Yeni Nesil Dizileme Teknolojisinin Kullanim Alanlar::

1. Metagenomik

Herhangi bir ¢evresel 6rnekte var olan tiim mikrobiyolojik
genomlarin (microbiome) rastgele dizilenmesi sonucunda
ortamin mikrobiyolojik ¢esitliligini ortaya c¢ikarmak
miimkiindiir. Bu caligmalar cevresel ortamda hangi mikroplarin
ne miktarda oldugu hakkinda da fikir verdii gibi, daha 6nce
bilinmeyen veya ¢ok az bilinen, sadece kendi dogal ortaminda
biiyiiyen ama kiiltiir ortaminda biiyiimeyen bakteriler hakkinda
da bilgi verir. Kullanim alanlari; Su iiriinleri aragtirmalari,
Cevre Miihendisligi, Orman Aragtirmalari, Dig Hekimligi,
Temel Tip ve Klinik Aragtirmalar’dur.

Metagenomik yaklagimi, deniz suyu, atik sular, maden
yataklar1 gibi sonug¢larin ekonomik deger yaratti§1 alanlarda
daha sik kullanilmakla birlikte canlilarda kaynag1 bilinmeyen
enfeksiyonlari tammlamakta da kullamlir. Buna 6rnek olarak;
A.B.D.’de milyonlarca bal arisinin toplu 6liimiiyle aricilik
sektoriinii tehdit eden sorunun kaynaginda IAPV adh bir
viriisiin oldugunun Cox-Foster ve arkadaglan tarafindan 2007
yilinda ortaya konulmasi gosterilebilir (16). Shotgun dizileme
tekniklerinin gelismesiyle insanlarla bakteriler arasindaki
iligkilerin a¢iga cikarilmasinda da Metagenomik yaklagim
daha sik kullamlmaya baglanmigtir. Turnbaugh ve arkadaglarnin
yaptig1 obezite ile mide florasindaki bakteriler arasindaki
iligkiyi ortaya koyan caligma bunlarn ilkidir (17). Insan saghg
ve tip alanlarinda, hastane enfeksiyonlar: ve agiz ve dig saghg1
metagenomik yaklagim i¢in uygun alanlar olarak gelecek vaat
etmektedir.

2. Bitkiler ve Tarimsal Biyoteknoloji

Bitki genomunun karmagik yapisi ve biiyiikliigii nedeniyle
Sanger Dizileme teknolojisi kullamldiinda, maliyetin yiiksek
olmasinin yaninda yontem teknolojik olarak da kisith
oldugundan bitki projeleri sadece biiyiik capl dizileme
merkezleriyle sinirlhi kalmaktadir. Yeni nesil dizileme, uzun
ve yiiksek dogruluk oranli okumalarla yiiksek veri kalitesi
sunmaktadir ve uygun hiz ve maliyet nedeniyle bitki
caligmalarinda oldukca kullaniglidir (18, 19). Soya
fasulyelerinde biiyiik zarara yol acan Heterodera glycines
(Soya fasulyesi kist nematodu) 400 milyon bazlik genomu
Sanger dizileme yontemi ve mikro-bead yontemi ile dizilenerek
her iki yontem kargilagtirilmigtir. Nematodun genomundaki

SNP’lerin nematodun virulans: ve konak secimini etkiledigi

bilinmektedir. Bu nedenle SNP’lerinin tanirmlanmasi tarimsal
miicadelede 6nemlidir. Nematodun iki alt tipinin genomik
DNA’s1 kullanilarak her iki yontemin dizi analizi sonuglar
kargilagtirildifinda mikro-bead yontemi ile genomdaki
SNP’lerin ve “low and high copy number regions” ¢ok daha
cabuk ve dogrulukta tespit edilebildigi gosterilmigtir (20).

3. Atasal DNA

Yeni nesil dizileme sistemleri ile fosilden, sa¢, kemik
gibi donmusg veya korunmug érneklerden elde edilen DNA’larin
genig kapsamli analizini yapmak miimkiindiir. Dizileme
sonucunda, atasal hedef diziler cevresel kontaminasyondan
ayrt edilebilir.

Yapilan bir caligmada yeni nesil dizileme ile 38000 yagmda
Neanderthal fosilinden elde edilen atasal DNA dizilenerek
giiniimiiz insan ve gempanze DNA’lar ile kargilagtirilmg ve
Neanderthal DNA dizisinin modern insan DNA dizilerinden
500 000 y1l kadar 6nce birbirinden ayrildig: tespit edilmig (9).
Bu calismada Neanderthal kemiginden (0.3 gr) elde edilen
parcalanmig 8341 mtDNA dizisi yazilim programi ile
birlestirilerek 4.8 Gb’lik tam mtDNA dizisi elde edilmigtir.
Neanderthal mtDNA’s1 ile modern insan mtDNA’s1 dizilenerek
kargilagtinnlmig ve Neanderthal mtDNA’sinda kodlanan 13
protein ile elektron transport zincirinde sitokrom-c oksidaz’m
2 alt biriminde ¢ok sayida amino asit degigimleri tespit edilmigtir
21).

4. Transkriptom

Transkriptom dizileme, mRNA transkripsiyon-ekspresyon
analizi, yeni genlerin kesfi, heniiz genomu tamamiyla
tammlanmamug organizmalarda gen bolgelerinin tanimlanmasi,
tiim gen dizisinin olugturulmasi, tek niikleotid polimorfizmlerin
(SNP) belirlenmesi, insersiyon-delesyonlar ve splicing
varyantlarin tespiti, allel spesifik ekspresyonlarin analizi ve

kromozomal yeni diizenlenmelerin belirlenmesini kapsar.

Transkriptom analizinde baglangicta 3-5 ug cift iplikli
cDNA gerekmektedir. Bu yontemde RNA’mn Uzun Poly-A
kuyruklan dizileme agamasindan problem olugturabileceginden
once bunlar cDNA sentez agamasinda iki yol ile uzaklagtirihrlar.
Ilki, bilinen restriksiyon enzim kesim noktasi iceren Poly-T
primerleri ile cDNA’lar sentezletilir ve enzim kesimi ile Poly-
A kuyruklan uzaklagtirir (22, 23). ikincisi ise, modifiye edilmig

Timin niikleotidlerini iceren kisa primerler ile cDNA sentezi
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yapilarak Poly-A kuyruklan icerenler secilip uzaklagtirilir (24).
Daha sonra kiitiiphane hazirlanma agamasina gegilir. cDNA,
800 baz ¢ifti civarinda ise adaptorler eklenir. cDNA
fragmentlerinin uzunlugu 1- 2 kb arasinda ise bu fragmentler
adaptor eklemek igin ¢ok uzun, nebulize etmek igin ise ¢cok
kisadir. Bu nedenle, bu cDNA fragmanlan restriksiyon enzimi
ile kesilip Random Transcriptome Sequencing (TSEQ)
Protokol’ii uygulanir (25, 26).

5. Kiiciik RNA’lar (Small RNA’lar)

Kiiciik RNA’lar; MicroRNAlar, endojen siRNA’lar ve
Piwi-interacting RNA’larin dahil oldugu gruptur. Bu sistem
sayesinde bakteri icerisinde klonlanma yapilmadan, yiizlerce
hatta binlercesi tanimlanabilir ve miktar1 belirlenebilir. Daha
once tanimlanmanug kiiciik RNA’lar tespit edilebilir ve farkh
ekspresyon profili ¢ikartilabilir veya kiiciik RNA
transkriptomlar: ile kargilagtirilabilir (27, 28). Kiigiik RNA’larm
analizi i¢in Oncelikle total RNA (~12.5%) denatiire
poliakrilamid jelde yiiriitiilerek fragmanlarin biiyiikliiklerine
gore ayrilmasi saglanir. Small RNA biiyiikliigii 15-30 baz
arasinda oldugu icin bu biiyiikliige denk gelen bolge jelden
alinarak RNA saflagtirihr. Once 3’ ucuna, sonra 5’ ucuna T4
RNA ligaz ile adapttr eklenir ve oligo (dT)-adaptér primerleri
kullanilarak tek iplik cDNA sentezi yapilir. Daha sonra 22
dongiiliik PCR yapilarak cDNA’lar ¢ogaltilir. Bu agsamada iki
farkh yol izlenebilir. ki adaptor ligasyonu yapip Shotgun
yontemi ile dizileme yapmaktir. Tkincisi ise PCR yontemi ile
19-mer kuyruklu adaptorler eklenip, amplikon paired-end ile
dizileme yapmaktir.

6. Metilasyon Analizi

Gen aktivasyonunun epigenetik diizenlenmesi, geligimsel
siirecte son derece 6nemlidir. Son yillarda yapilan ¢aligmalar,
DNA metilasyonundaki degisikliklerin kanser, norolojik
hastaliklar (Sizofreni, Alzheimer) ve kardiyovaskiiler hastaliklar
(Ateroskleroz, Homosisteinemi) ile iligki oldugunu gostermigtir.
Genom boyu metilasyon kaybi ya da bazi genlerin promotor
bélgelerindeki CpG adaciklarinin hipermetilasyonu, bu
hastaliklarin geligiminde son derece 6nemlidir. Kanserlerin
ailevi formlariyla iligkili genlerin yaklagik % 50’sinde promotor
hipermetilasyonu goriilmiigtiir. Bu sistem ile hedef genomik
dizideki metilasyon belirlenir. Ayrica hipermetile olan CpG
diniikleotidlerinde birbirleri arasinda metilasyon farklarida
tespit edilebilir.

Ornekler Bisiilfit ile muamale edilir. Metile olmayan

sitozinler urasile doniigerek deamine olurken, metile sitozinler
degismeden kalir. PCR Amplifikasyonu ile urasile déniigen
sitozinlerin kargisina timinler gelir. Bu caligmada primer dizaym
onemlidir. Bilinen dizi i¢in, transkripsiyon baglangic
noktasindan 1000 baz gerisi ile birinci ekzondan 500 baz
somaki bolge arasinda dizayn edilmelidir. Literatiir bilgisi
olmayan dizilerde ise CpG adalarimin bulundugu SP1 proteini

baglanma bolgesine yakin alanlar tercih edilmelidir (29).

7. Kromatin Immunopresipitasyon Dizileme

(ChIP-Seq)

Kromatin immunopresipitasyon (ChIP) sonucu elde edilen
kromatin materyalinin high-throughput parelel dizi analizi
ChIP-Seq olarak adlandilirmug olup ilk kez 2007 yilinda
uygulanmigtir (30). Bu yontemde DNA’ya baglanan proteinlerin
(transkripsiyon faktorleri, histon proteinleri vb.) global olarak,
genom iizerindeki tiim baglanma bdélgelerinin dizilenmesi
miimkiindiir. Genom boyunca baglanma bélgelerinin analizi
gen ekspresyonunu diizenleyici mekanizmalarin anlagilmasi

igin gereklidir.

Transkripsiyon faktorlerinin baglanma bdolgeleri bir kag
yil dncesine kadar ChlP yontemi ile aragtirlmaktaydi. ChIP
yontemi yalmz aday genlerin taranmasina olanak sagladigindan
oldukca simirhidir. Microarray teknolojisinin gelistirilmesiyle
ChlP on chip yontemi kullanilmaya baglanmugtir (31). Fakat
ChlP on chip yontemi de kullanilan oligoniikleotid problarla
sturhi olup tiim genom analizi miimkiin degildir. Son yillarda
gelistirilen ChIP-PET (pair-end ditags) yontemiyle
transkripsiyon faktérlerinin baglanma bolgelerini genom
boyunca analiz etmek miimkiindiir. Fakat ChIP-PET yontemi
bazi klonlama basamaklar igermektedir ve klonlama sonucu
elde edilen DNA’lar sanger yontemine dayali dizileme
sistemleriyle analiz edildiginden ¢ok sayida dizi analizi
gerektirmektedir (32). Bundan dolay: pratik bir yontem olmadif
gibi yiiksek maliyetlidir. Yeni nesil dizileme ile tiim bu
zorluklarin agilmasi1 miimkiin olmaktadir.

ChIP dizileme icin 6ncelikle protein-DNA baglantilar
formaldehit ile sabitlenir. Ardindan DNA sonikasyonla veya
enzimatik yollarla 100-500bp’lik fragmentlere ayrihr. Aragtinlan
proteine 6zgiin antikorla immunopresipitasyon yapilarak,
proteinin baglandigi DNA bolgeleri elde edilir. Ardindan DNA

saflagtirilarak yeni nesil dizileme ile dizilenir (33).
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Yeni nesil DNA dizileme teknolojisi biitiin diinyada yeni
oldugu gibi iilkemizde de oldukga yenidir. Istanbul iiniversitesi,
Deneysel Tip Aragtirma Enstitiisii, bu teknolojiye zamaninda

dogru yatirim yaparak bu alanda iilkemizde oncii olmustur.

Sonug

Kazanmig oldugumuz yeni nesil dizileme ve biyoinformatik
deneyim, aragtirmalarimizda bize gii¢ ve avantaj sagladif gibi,

iiniversitemiz de giiclii bir genom merkezine kavugmugtur.
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