Yil: 2 Cilt: 3 Say1: 6 Sayfa: 1-6
Derleme g Y

Kromatin Immunopresipitasyon-Dizileme (ChIP Dizileme) Metodu ile
Transkripsiyon Faktorii Baglanma Bolgelerinin Saptanmasi

Detection of Transcription Factor Binding Sites by
Chromatin Immunoprecipitation (ChIP Sequencing) Method

Sema Sirma-Ekmekci, Neslihan Abaci, Cagri Giile¢, Duran Ustek

Genetik AD, Deneysel Tip Arastirma Enstitiisii,
Istanbul Universitesi, Istanbul, Tiirkiye

OZET

Kromatin Immunopresipitasyon (ChIP) dizileme transkripsiyon faktdrlerinin genom boyunca baglanma bélgelerinin saptanmast,
histon modifikasyonlar1 ve kromatin modifiye edici proteinlerin arastirilmasinda kullanilabilir. Bu makalede bu uygulamalardan
sadece transkripsiyon faktorii baglanma bolgelerinin tespitinde ChIP dizileme yonteminin uygulanmasi tartigilacaktir. Transkripsiyon
faktorlerinin genom boyunca baglanma bolgelerinin saptanmasi, evrimin, embriyonik gelisimin ve hastaliklarin gelisimine neden
olan biyolojik siireclerin altinda yatan transkripsiyon diizenleyici aglarin anlagilmasi icin son derece 6nemlidir. ChIP dizileme
metodunda bir transkripsiyon faktoriiniin baglandigi DNA pargaciklar1 ChIP ile elde edilir ve yiiksek verimli (high-througput)
dizileme uygulanarak dizilenir. Son yillarda gelistirilmis olan ChIP dizileme yonteminin dnceki yontemlere gore bircok avantaji
bulunmasina ragmen hala ¢6ziilmesi gereken bazi zorluklar vardir. Bu makalede bu zorluklardan ve uygulanmasi gereken
stratejilerden bahsedilecektir.

Anahtar kelimeler: ChIP dizileme, yeni nesil dizileme, transkripsiyon faktorleri baglanma boélgeleri

ABSTRACT

Chromatin immunoprecipitation (ChIP) sequencing is used in identifing transcription factor binding sites and in investigating
histone modifications and chromatin modifying proteins. In this review, the focus is the use of ChIP sequencing to identify
transcription factor binding sites is focused. Identification of genome-wide binding sites of transcription factors are highly
important for understanding of transcriptional regulatory networks underlie biological process causing the development of diseases,
evolution and embryonic development. In ChIP sequencing method, DNA fragments to which a transcription factor is binds is
obtained from ChIP and are sequenced by using high-throughput sequencing. Although ChIP sequencing method has many
advantages over the previous method, there are still challenges that are essential to solve. In this review, these challenges and
the strategies that should be applied are discussed.
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ChIP dizileme yontemi

ChlIP dizileme, genom boyunca DNA protein etkilesimlerinin
haritalanmasinda kullanilan bir yontemdir.

Transkripsiyon faktorlerinin genom boyunca baglanma
bolgelerinin analizi diizenleyici mekanizmalarin anlagilmasi ve
yeni diizenleyici yolaklarin bulunmasi icin gereklidir. Ayrica
transkripsiyon faktorii baglanma motiflerinin daha dogru olarak
belirlenmesini ve bioinformatik analizlerde kullanilmak tizere
baglanma bolgelerinin tahmini i¢in daha dogru ve c¢ok fazla
miktarda veri elde edilmektedir.

Kromatin immunopresipitasyon-Polimeraz zincir reaksiyonu
(ChIP-PCR) yontemi transkripsiyon faktorlerinin baglanma
bolgelerini saptamada kullanilan eski bir yontemdir. ChIP-PCR
yonteminde belli bir bolgenin aday olarak belirlenmesi
gerekmektedir. Transkripsiyon faktoriiniin baglandig1 tahmin
edilen bolgeye ait dizi bilgisi gerektiginden, incelenen
transkripsiyon faktoriiniin ancak belli bir genin promotor
bolgesine baglanip, baglanmadig: test edilebilir. Microarray
teknolojisinin gelistirilmesiyle “ChIP on Chip” yontemi
kullanilmaya baglanmistir. Fakat “ChIP on Chip” yonteminde
array ¢oziiniirliigii kullanilan problarla siirlidir ve hibridizasyon
agamasi spesifik olmayan baglanmalara neden olur (4,10). Daha
yeni bir yontem olan “ChIP-PET” (pair-end ditags) yontemiyle
de transkripsiyon faktorlerinin baglanma boélgelerini genom
boyunca analiz etmek miimkiindiir (1). Fakat bu yontemde
hedef bolgeler Sanger dizileme ile analiz edildiginden dolay1
¢ok sayida dizi analizi gerektirmektedir. Bu nedenle zor ve
yiiksek maliyetli bir yontemdir. Son zamanlarda kullanilmaya
baslanan yogun parelel dizileme yontemi ile tiim bu zorluklarin
agtlmas1 miimkiin olmaktadir. ChIP sonucu elde edilen kromatin
materyalinin yiiksek verimli parellel dizi analizi, ChIP-dizileme
olarak adlandilirmis olup, ilk kez Solexa dizileme sistemi
kullanilarak, uygulanmaya baglanmistir (12). ChIP dizilemenin
en 6nemli avantaji genom boyunca analize olanak vermesidir.
“ChIP on Chip” deneylerinde cok fazla sayida prob
kullanilabilmesine ragmen, ¢ok biiyiik olan memeli genomu
icin ¢ok pahalliya mal olmaktadir (4). Ayrica ChIP dizileme,
“ChIP on Chip” yontemine gore az miktarda DNA gerektirir
(10ng) (10) ve az amplifikasyon yeterli oldugundan, PCR
asamasindan kaynaklanan spesifik olmayan sonuclar daha azdir.

Biitiin bu avantajlarina ragmen, ChIP dizileme yontemi bazi
deneysel ve bioinformatik zorluklarindan dolay1 hala tam olarak
olgunlagmis bir teknoloji degildir (10).

Yontemin Ozeti

ChIP dizilemede, spesifik transkripsiyon faktorlerinin
kromatinde baglandigi DNA fragmentleri immunopresipitasyon
ile elde edildikten sonra yeni nesil dizileme yontemi ile dizilenir
(Sekil 1).
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Sekil 1. ChIP dizileme yonteminin gsematik olarak anlatimi

Kromatin IP (ChIP) Yontemi:

Fiksasyon: Hiicreler formaldehitle muamele edilerek
proteinlerin DNA’ya ¢apraz baglanmas1 (crosslink) saglanir.
Bu baglanma, ilerleyen agsamalarda proteinlerin bagh
bulunduklart DNA’dan ayrilmalarini engellemek i¢in gereklidir.

Fragmentasyon: Fiksasyondan sonra kromatin
fragmentasyonu yapilir. Fragmentasyon sonikasyonla ya da
enzimatik yonteme yapilabilir. DNA fragmentlerinin ¢ogunun
boyu 150-600bp arasinda olmalidir (5).

ChIP: Fragmentlere ayrilmis kromatin materyali incelenecek
transkripsiyon faktoriine 6zgii antikor ile muamele edilir. Protein
A veya G agaroz, sefaroz boncuklar veya son yillarda gelistirilmig
olan magnetik boncuklar eklenerek, protein-DNA
komplekslerinin antikorlar araciligiyla boncuklara baglanmasi
saglanir. Yikama islemlerinden gecirilerek, antikorla
baglanmayan protein-DNA kompleksleri uzaklagtirilir. Antikora
baglanan DNA-protein komplekslerinden proteinler enzimatik
olarak uzaklastirilarak, serbest kalan DNA saflastirilir.

Her ChIP reaksiyonunda spesifik antikorun yani sira negatif
kontrol olarak IgG antikoru, pozitif kontrol hedef geni bilinen
genel bir transkripsiyon faktoriine 6zgii antikor (RNA polimeraz
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II antikoru gibi) kullanilir. Negatif, pozitif ve hedef antikor ile
elde edilen ii¢ ¢esit immiinopresipite (IP) DNA ve fragmente
edilmis ancak her hangi bir antikor ile presipite edilmemis DNA
(input DNA, IN), ChIP isleminin diizgiin ger¢eklesip,
gerceklesmedigini anlamak igin PCR ile test edilmelidir. PCR
islemi, pozitif kontrol transkripsiyon faktoriiniin hedefi oldugu
bilinen bir genin promotoruna 6zgii primerlerle yapilir. Anti-
IgG antikorunun kullanildig1 negatif kontrolden elde edilen IP
DNA’s1 ise, nonspesifik baglanma olasiligini diglamak i¢in
kullanilir. Tiim kontrollerin diizgiin ¢alistig1r dogrulandiktan
sonra dizileme islemine gegilir.

Dizi Analizi

Dizileme protokolleri kullanilan cihazlara gore degismektedir.
Fakat genel olarak ortak olan basamaklar asagida
bahsedilmektedir.

ChIP sonunda elde edilen DNA 6rneginden oncelikle
kiitiiphane hazirlanir. DNA parcalarinin uclarina adaptor diziler
eklenir ve bu dizilere 6zgii primerler ile dizilenir. Bunun i¢in
agagidaki li¢c basamak uygulanir:

1. Kiitiiphane hazirlanmasi

DNA fragmentlerinin boyu ChIP reaksiyonu sonras1 150-
600bp arasinda oldugundan kiitiiphane hazirlanirken
fragmentasyon yapilmaz. 10-100ng DNA 6rnegi kullanilir (10).
Kiitiiphane hazirlama kullanilan dizileme platformlarina gore
farklilik gostermesine ragmen temel olarak u¢ tamiri, adaptor
eklenmesi, jelde fragmentlerin biiyiikliigiine gore ayirilmasi ve
jelden saflastirma basamaklarini igerir.

2. PCR

PCR islemi, ChIP DNA fragmentlerinin uclarina eklenmis
olan adaptorlere 6zgii primerlerle gergeklestirilir. Fazla
amplifikasyon spesifik sinyallerin kaybina neden olacagi i¢in
PCR reaksiyonunda ¢ok amplifikasyon yapilmamalidir.

3. Dizileme reaksiyonu

Kiitiiphaneler tek yonlii dizileme (single end sequencing)
veya cift yonlii dizileme (paired end sequencing) ile dizilenebilir.
Her iki metod kullanilabilmesine ragmen ¢ift yonlii dizileme
stratejisinde her iki iplikten daha fazla ve dogru dizi bilgisi elde
edildigi icin yiiksek Ortiisme (coverage) orani saglamasi ve
tekrar bolgelerinin genomik konum tespitinin (alignment) daha
iyi olmas1 gibi bazi avantajlar1 vardir (5).

Bioinformatik Analiz

Veri analiz yazilimlari piksel degerlerini 1igimaya ceviren
bir goriintiileme araci (image-tool) ve 151may1 diziye ¢eviren
baz dizisine doniistiirme aracini (base-calling tool) igerir. Baz
dizisine doniigtiirme sonrasi1 potansiyel hatalar1 diizeltmek, “de
novo assembly” ve genomik konum tespitini kolaylastirmak
amaciyla alternatif yontemler gelistirilmistir. ChIP dizilemede
ilk bioinformatik giicliik elde edilen okumalarin kisa olmasindan
dolay1 referans genoma haritalanmasi zorlugudur ve bu en

onemli basamaktir. Bagaril1 ChIP-dizileme deneyinde tipik
olarak 2-20 milyon haritalanmig okuma olusur (5, 8) ve bu
dizilerin genomik konumunun dogru sekilde belirlenmesi en
zor basamaktir.

ChIP dizileme verilerinden zenginlestirilmis (enrichment)
bolgeleri bulmak icin pik cagirma (peak calling) araglari
kullanilir. Bunun i¢in birden fazla algoritma vardir. Aday
piklerin belirlenmesinde en temel kriter arka plana (background)
gore verdigi sinyallerdir. ChIP 6rneginin sinyali ile kontrol
(input DNA) 6rneginin sinyali arasindaki oranin dl¢iilmesi
pik’in dogrulanmas icin iyi bir yontemdir fakat istatistiksel
olarak yeterli degildir. 50 ChIP 6rnegi ve 10 kontrol 6rneginin
karsilagtirmasindan elde edilen sonuclar 500 ChIP 6rnegi 100
kontrol 6rneginden elde edilen sonuclardan istatistiksel olarak
farklidir (10).

Keskin ve genis olmak iizere iki tip pik vardir (Sekil 2).
Transkripsiyon faktorleri icin genellikle keskin pik elde edilir
ve bunlarin analizi icin MACS (model-based analysis of ChIP-
Seq data) gibi algoritmalar kullanilmas1 daha uygun iken, histon
modifikasyonlar1 ve kromatin binding proteinlerden genellikle
genis pik elde edilir ve bunlarin analizi i¢in SICER (spatial
clustering approach fort he identification of ChIP enriched
regions) ve CCAT (control-based ChIP-Seq analysis tool) gibi
programlarin kullanilmast uygundur (Sekil 2) (5, 9).

A Ak A
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Sekil 2. Keskin ve genis piklerin goriintimii. a. Keskin pikler,
b. Genis pikler
10. kaynaktan degistirilerek alinmigtir.
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Birden fazla bolgeye haritalanan okumalar (multi-reads)
normal analizle atilir. Tekrar bolgelerine ait pikler bu sekilde
atilmus olur.

Genomda ¢ok sayida baglanma bolgesi oldugu durumda
her baglanma bolgesi icin anlamli derecede zenginlestirme elde
etmek icin dizilemenin ¢ok sayida olmas: gereklidir (deep
sequencing). ChIP dizilemede diger bir deneysel giicliik
dizilemenin okuma derinligini (depth) saptamaktir. Dizileme
okuma derinligini belirlemek i¢in doyma noktasinin (saturation
point) bulunmasi lazimdir. Ne kadar ¢ok sayida okuma olursa
olsun, belli bir okuma sayisindan sonra baglanma bolgelerinin
sayist kisith kalir. Belli bir okuma sayisindan sonra baglanma
bolgelerinin sayisi artik artmaz bu noktaya doyma noktasi denir.
Doyma noktasi transkripsiyon faktoriiniin baglandigi lokuslara
bagli olarak degiskenlik gosterir (5).

Zenginlestirslmis bolgelerin saptanmasinda da bazi giicliikler
vardir. Ornegin genomda agik kromatin oldugu bolgeler
fragmentasyona daha egilimlidir, kopya sayis1 mutasyonlari ve
polimorfizmler yanlis zenginlestirilmis bolgelerinin elde
edilmesine neden olur (3). Bunu 6nlemek i¢in bazi algoritmalar
geligtirilmigtir. QUEST
(www.http://mendel.stanford.edu/SidowLab/downloads/quest/)
programinda bu artefaktlarla gercek baglanma bolgelerinin
ayrilmast icin dizilemenin yoni dikkate alinmigtir.
Immunpresipite edilen DNA’nin her iki iplikten esit oranda
dizilenecegi varsayilir. Bu durumda iki boynuzlu bir pik olugur.
Yalnizca bir yonde elde edilen pik artefakt olarak kabul edilir
ve filtrelenir (11).

Iki farkli hiicre tipinde veya degisik kosullar altindaki iki
hiicrede histon modifikasyonu ve transkripsiyon faktorii hedef
bolgeleri karsilagtirilacaksa ayni antikor kullanilsa bile
background farklilik gosterebileceginden normalizasyon
yapilmalidir. Bunun i¢in DIME (Differential identification using
mixture ensemble) yazilim gelistirilmistir. DIME iki kosuldaki
ChIP reaksiyonunda zenginlestirilmis bolgeleri kiyaslar (5). Bu
gibi degisik pik ¢cagirma algoritmalar1 ve yazilimlar1 P degeri
ve FDR (false discovery rates) hesaplarken farkli istatistiksel
modeller kullanirlar (9) .

ChIP dizilemede veri kalitesi iki metodun kombinasyonu
ile belirlenir. Birinci metod uygun formata getirip “UCSC
Genome Browser” ile ilgili bolgelerin analizi ve daha 6nce
bildirilmis hedeflerle kiyaslamadir. Tkinci metod ise pik ya da
zenginlestirilmis bolgelerde dizi motiflerin arastirilmasidir.

Aday pik bolgelerin belirlenmesinden sonra baglanma
motifleri ¢esitli algoritmalarla belirlenebilir. En ideal sonug
istatistiksel olarak yiiksek anlamlilik derecesine sahip tek bir
motif saptamaktir. Fakat ¢cogunlukla birden fazla motif elde

edilir. Bu motiflerin dogrulanmasi i¢in giivenilir bir bioinformatik
metod olmadigindan ancak deneysel olarak dogrulanabilir.

Yontemi uygularken dikkat edilmesi gereken noktalar

ChIP-seq deneylerinin basarisini etkileyen faktorler

1. Kromatin fragmentasyonu: Fragmentasyon enzimatik
yontem veya sonikasyon olmak iizere iki sekilde yapilabilir.
Enzimatik fragmentasyon micrococcal niikleaz ile yapilmaktadir.
Histon modifikasyonu ¢aligmak icin enzimatik yontem tercih
edilir. Transkripsiyon faktorii baglanma bolgelerini saptamak
icin sonikasyon tercih edilmelidir. Ciinkii mikroccal endoniikleaz
niikleozomlarin arasindan hep belli bolgelerden kestigi icin,
transkripsiyon faktorii baglanma bolgesine denk geliyorsa bu
bolgelerin saptanmasi1 miimkiin olmayacaktir. Sonikasyon siddeti
ve uygulama siiresinin her hiicre tipi i¢in optimize edilmesi
gereklidir. Optimizasyon sirasinda farkli sonikasyon kosullarinda
elde edilen fragment boylar1 agaroz jel elektroforezi ile kontrol
edilmeli ve fragment boyu 150-600bp arasinda olan sonikasyon
kosulu secilmelidir. DNA-protein ¢apraz baglantilarini kiracagi
icin fazla sonikasyondan kaginilmalidir (5, 8)

2. Antikor: Antikorlarla ilgili iki temel problem ilgilenilen
hedef’e zayif reaktivite gostermesi veya DNA ile iligkili diger
proteinlere capraz-reaktivite gostermesidir. Ayrica antikorun
klonalitesi veya hetorojenitesi de 6nemlidir. Monoklonal
antikorlar proteindeki tek bir epitopu tanidigindan nonspesifik
baglanmalar1 azaltmak agisindan yararlidir fakat epitop kromatin
ile veya bagka proteinlerle maskelendiginde diisiik sinyal elde
edilmesine neden olur. Bu agidan poliklonal antikorlarin
kullanilmast yararl: olabilir. Fakat ChIP dizileme i¢in en ideal
olan eger mevcut ise birden fazla antikor ile caligmaktir. Bazi
antikorlar sadece lokus’a 6zgii zengilestirme yapabilir. ChIP
PCR ile bu lokus amplifiye edilebildigi i¢in antikor calistig1
diigiilmesine ragmen, bagka lokuslar i¢in zenginlegtirme
olmadigindan ChIP dizileme i¢in uygun degildir. Bir antikor
bir ka¢ pozitif kontrol bolgesi i¢in negatif kontrol bolgelerine
gore 5 kattan daha fazla zenginlestirme gozleniyorsa ChIP
dizileme icin uygun oldugu sdylenebilir (5). Antikorun
spesifikligini test etmenin en iyi yolu ise knockdown veya
knockout modellerinde immunoblot analiz yapmaktir. Boylece
spesifik olmayan baglanmalar tespit edilebilir. Eger immunoblot
ile protein tespit ediliyorsa bu antikorun spesifik olmadigini,
bagka proteine baglandigin1 gosterir (8).

Calisilacak olan proteine 6zgii spesifik antikorun olmadig1
durumlarda epifop-tag eklenen proteinler eksprese ettirilerek,
iyi karakterize edilmis fag-spesifik antikorlar kullanilabilir (2,
7). Fakat proteine eklenen tag’in proteinin fonksiyonunu
etkilememesi gerekir. (6, 7) Tag eklenmesinin proteinin
baglanma profilini degistirip, degistirmedigi ise kesin olarak
sOylenemez.
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Antikorun spesifikligi ve hassasiyetini belirlemek icin
ENCODE (ENCyclopedia Of DNA Elements)
(http://genome.ucsc.edu/encode/) tarafindan caligma standartlar
ve kilavuzlar hazirlanmigtir. Bunun i¢in immunoblot,
immunofloresan analizleri yapilmasi gerektigi gibi daha ayrintil
olarak hedef proteinin knockdown veya knockout modelleri ve
immunofloresan sonrasi kiitle spektrometrisi, hedef protein
veya hedef protein bir kompleksin yapisina katiliyorsa
kompleksteki diger tiiyelere spesifik antikorlarla
immunopresipitasyon, in vitro yapilan baglanma caligmalarinda
belirlenen motiflerin dogrulanmasi ve eger epitop-tag eklenen
bir proteinle ¢alisilacaksa yine antikorun immunopresipitasyonla
dogrulanmasi gereklidir. ChIP-grade olarak adlandirilan mevcut
ticari antikorlarin hepsi ChIP dizileme i¢in uygun olmayabilir.

Test edilen 227 antikorun sadece 44’ii (%20) bu istenilen
ozellikleri karsilamigtir (8).

3. Kontrol: ChIP dizileme icin 6nemli bir noktada uygun
kontroliin belirlenmesidir. Kontrol olarak input DNA veya anti-
IgG antikoru ile elde edilen ChIP DNA’s1 kullanilabilir. Anti-
IgG antikoru ile hedef transkripsiyon faktoriine 6zgii antikor
aynt canlidan elde edilmedigi zaman spesifik olmayan
baglanmalar1 gidermek icin anti-IgG antikoru iyi bir kontrol
olmayabilir (5).

Kromatin fragmentasyonunda agik kromatin bolgeleri daha
kolay kirilir. Kromatinin yogun oldugu boélgeler ise kirilmaya
daha direnclidir. Bu durum yiiksek arka plan sinyali olugumuna
neden olur. Ayrica DNA baz dizilimine bagh olarak dizileme
etkinlikleri her bolge i¢in farklilik gosterebilir. Bu nedenlerden
dolay1 kontrol olarak input kullanimi daha uygundur. (8).

4. Tekrar ornekleri: Hiicre kiiltiirii sartlari, ChIP ve
kiitiiphane olusturmadaki farkliliklar elde edilen bulgular
arasinda farkliliklar olmasina neden olabilir. Bioinformatik
analiz boliimiinde daha 6nce belirtildigi gibi 6rnek tekrar sayisi
arttirlldiginda elde edilen sonuglarin degistigi gosterilmistir
(10). Bu acidan sonuglarin dogrulugunu saglamak i¢in biyolojik
tekrarlarin kullanilmasi son derece énemlidir.

ENCODE calisma standartlarinda da en az iki biyolojik
tekrar kullanilmas: gerektigi bildirilmistir.

ChIP dizileme yontemi ile yapilan calismalardan elde
edilen sonuclar

Calismalar arasinda 6rnek hazirlanmasi, sonuglarin elde
edilmesi ve iglenmesi konusunda pek c¢ok farkliliklar vardir
(10). Ayrica ChIP sonucunda elde edilen bulgular o andaki o
hiicre tipindeki DNA-protein etkilegimlerini gosterir. DNA
protein etkilesimleri dinamik bir siire¢ oldugundan tekrarinda
ayn1 sonuglar bulunmayabilir.

ChIP dizilemenin standardizasyonu veri kalitesinin
belirlenmesi ¢ok sayida calismadan elde edilen sonuglarin

karsilagtirilmasi ve ¢coklu veri setleriyle biitiinlestirici analizler
yapilmasi i¢in 6nemlidir. ENCODE ve modENCODE
konsorsiyumlari ChIP dizileme deneyleri icin siirekli glincellenen
kilavuzlar ve caligma standartlar1 gelistirmistir. Hazirlanmig
olan kilavuzlar antikor validasyonu, deneysel tekrarlar,
dizilemenin okuma derinligi, veri kalitesi ile ilgilidir. ENCODE
ve modENCODE konsorsiyumlarinda 4 farkli organizmada
(insan, fare, C. elegans, D. melanogaster ) 100 den fazla hiicre
tipinde 140’dan fazla faktor ve histon modifikasyonu i¢in
1000’den fazla ChIP dizileme deneyi yapilmistir. Biitiin veri
setleri Encode (http://encodeproject.org/ENCODE/) ve
modENCODE (http://www.modencode.org/) portallerinde
kullanima agik indirilip, goriilebilir. Bu ¢aligmalar sonucunda
kilavuzlar, uygulamalar ve kalite 6l¢limleri gelistirilmistir (8)
Ayrica ChIP dizileme ile elde edilen aday bolgelerin dogrulugu
kantitatif PCR ile de kontrol edilmelidir.

Genom boyu transkripsiyon faktorii baglanma bolgelerinin
analizi transkripsiyon faktorlerinin iki genel tipi oldugunu
desteklemektedir. Birinci tipi gene yakin bolgeye baglanir ve
genin ekspresyonunu diizenler. Ikinci tipi ise genom boyu
baglanir ve baglandigi bolgenin yakinindaki geni
diizenlememektedir. Transkipsiyon faktdrlerinin biitiin
baglanmalar1 fonksiyonel degildir (13).

ChIP-dizileme bazi deneysel ve bioinformatik zorluklarindan
dolay1 tam olgunlagmis bir teknoloji degildir. Bu teknolojide
coziilmesi gereken bircok giicliik vardir. Bu zorluklardan biri
de elde edilen piklerin aday genlerle iligkilendirilmesidir. Bunun
icin aragtirmacilar degisik parametreleri kullanmaktadir (6rnegin
transkripsiyon baglangi¢ bolgesine yakinlig1 20kb. i¢inde olanlar
veya 10 kb. i¢inde olanlar veya transkripsiyon sonlanma
noktasina yakinligi 1kb i¢inde olanlar gibi) (13). Genlerin yogun
oldugu bolgelerde hangi genin aday oldugunu belirlemekte
zorluklar vardir. Tiim bu zorluklara ragmen ChIP dizileme
bir¢cok biyolojik siirecin ve hastalikla iliskili durumlarin
coziilmesinde biiyiik katkilari olacak bir metodtur.

DENEYSEL TIP ARASTIRMA ENSTITUSU DERGISIDIR
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