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Yeni Nesil Dizileme Nedir?

* DNA ve RNA dizilemesi ve
varyant/mutasyon tespiti icin
kullanilir. Buyuk Paralel
Dizileme veya Ikinci Nesil
Dizileme olarak da
adlandiriliyordu.

* NGS, DNA fragmanlarini ayni
anda siralayabilen bir
yontemdir. Bu sayede,
geleneksel dizileme
yontemlerine kiyasla cok daha
hizli ve ucuzdur. NGS
sayesinde, tUm insan genomu
sadece birkac glin icinde
dizilebilir hale gelmistir.
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NGS terimi tek bir teknigi ifade etmemektedir; daha
ziyade, son zamanlarda gelistirilen Sanger sonrasi
dizileme teknolojilerinin cesitli koleksiyonuna atifta
bulunmaktadir.

Bu yenilikler arasinda sentez yoluyla dizileme, ligasyon
voluyla dizileme, iyon yari iletken dizileme gibi metotlar
ver almaktadir.




Son vyillarda gelistirilen yeni nesil DNA
dizileme teknolojisi,
genetik/epigenetik diizenleyici aglarin,
kromatin yapisi, niikleer yapilanma ve
genom varyasyonlari hakkinda bilgi
uretimini saglayan onemli bir arac
olmustur.

Yeni nesil DNA dizileme sistemleriyle
yiiksek dogrulukla, ultra hizli olarak,
dizileme yapilabilmektedir. Bu
yontemle elde edilen bir mikrobiyal
genom dizisi arastirmacilara baska
hicbir deneysel ybéntem ile elde
edilemeyecek kadar zengin ve 06zgln
bilgi saglamaktadir.




YENI NESIL DIZILEME
CALISMA ALANLARI

Genom dizileme

Ekzom dizileme

Hedeflenmis dizileme
Transkriptomik ve RNA dizileme
Metagenomik ve mikrobiyomlar
Metilomik ve Epigenomik



DNA Sekanslamalari RNA Sekanslamalari

Epigenomiks

Chip-Seq

* Protein baglanma noktalarini tespit
eder

* DNA-protein kompleksleriile baslar

* Baglanmamis oligoniikleotitleri
keser

* Protein spesifik antikorlar kullanir

* Protein baglanma noktalarini
belirler,

* ATAC-seq ve DNase-seq

* Whole Genome Sequencing (WGS)
* Tlim genomu sekanslar
+ Mutasyonlarive hastaliklar tespit eder
* Klinik ve diyagnostix amach kullanilir

* Whole Transcriptome Sequencing
* Tlm transkriptomu sekanslar
* Gen ekspresyon seviyelerini belirler
* Kodlanan ve non-kodlanan bolgeleri igerir

* mRNA ekspresyonu, gendeki degisimler,
gen fuzyonu, SNP, alternatif splicing ve
RNA modifikasyonlarnini inceler.

* Targeted Sequencing
* Genomdaki belirli bélgeleri sekanslar
* Daha hizl ve fiyat-performans odakli
* Varyantlan belirler

* Daha kiigilk ve kontrol edilmesi kolay data sunar. * Targeted gene expression with RNA-Seq

+ Belirli bolgeleri sekanslar
* Genellikle kodlama transkriptleri segilir

* tRNA, miRNA veya small RNA'lar da
secilebilir

+ Whole Exosome Sequencing (WES)
* Tlim protein kodlayan bolgeleri sekanslar

* Daha hizli ve daha az maliyetli

* Protein kodlayan bolgelerdeki varyasyonlari
* Hastalik teshisinde

* Kigisellestiriimis tedavi yontemlerinde

* Methyl-Seq
* Tim genomu ve hedeflenen
bistilfit DNA dizisini analiz ede




Number of sequences entries in Genbank database

+ 100,000,000
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DiZILEME TEKNOLOJILERI

a) Birinci Nesil Dizileme

Watson ve Crick'in DNA'nin c¢ift sarmal vyapisini
yayimlamasindan on iki yil sonra ilk polintkleotid dizisi
belirlenmistir. Bu nukleotid dizisi 77 baz uzunlugunda olan
maya alanin tRNA’sidir. Fakat kullanilan yontemin zaman
almasi ve zahmetli olmasi nedeniyle dizinin belirlenmesi
yillar almistir.

1976 yilinda benzer bir yontem kullanilarak genomu 3569
niukleotid uzunlugunda olan bakteriyofaj MS2 dizilenmistir.

1977 yilinda DNA dizileme icin iki yontem ortaya cikmistir:
Maxam-Gilbert yontemi ve Sanger yontemi



* Maxam-Gilbert yontemi,
kimyasallar kullanilarak farkl
boyutlarda DNA parcalarini
olusturulmasi esasina
dayanmaktadir.

e Dort farklhi tlUp icerisinde
DNA'nin  belli  bazlardan
kirtlmasini saglayan
kimyasallar kullanilarak DNA
parcalari elde edilir.

 Elde edilen DNA parcalari
jelde yuratalur ve
buyukluklerine goére DNA
dizisi belirlenir.
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b.

Ikinci Nesil Dizileme

Ik ortaya cikan ikinci nesil dizileme teknolojisi
DNA sentezi sirasinda DNA zincirine nukleotid
eklenmesiyle ortama salinan pirofosfatin bir
cesit enzimatik reaksiyonlar sonucunda
ortaya c¢ikardigi 1stk  siddetine  gore
nukleotidin belirlenmesini saglamaktadir.

Pirodizileme yontemi DNA polimerazin
dogrudan etkisini gerektirdigi icin sentez
voluyla dizileme prensibine dayanmaktadir.
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Ikinci nesil dizileme teknolojileri pirodizileme
teknolojisini kullanan 454 makinesi ile baslamis ve
daha sonrasinda lllumina tarafindan satin alinan
Solexa ile devam etmistir. Solexa’da 454 teknolojisi
gibi sentez yoluyla dizileme teknolojisi prensibine
dayanmaktadir.

Kati ylizeye baglanmis olan DNA iplikciklerinin sentezi
sirasinda ortamda bulunan florasan isaretli dNTP’ler
bir 1sima gerceklestirir ve bu i1simalar yuksek
cozunurlikli kameralar ile kayit altina alinarak dizi
belirlenir.
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a Roche/454, Life/APG, Polonator
Emulsion PCR
One DNA molecule per bead, Clonal amplification to thousands of copies occurs in microreactors in an emulsion

3\

Primer, template,

Chemically cross-
dNTPs and polymerase > linked to a glass slide
b Illumina/Solexa ¢ Helicos BioSciences: one-pass sequencing
Solid-phase ’ Single molecule: primer immobilized
One DNA molecule per cluster ) :
Cluster
Sample preparation
DNA (5 pg)

Template
dNTPs

100-200 million molecular clusters

Vs

Bridge amplification Billions of primed, single-molecule templates
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d Helicos BioSciences: two-pass Pacific Biosciences, LI-COR Biosciences
s i e e * ¢ samm»%uw

Billions of primed, single-molecule templates Thousands of primed, single-molecule templates
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Bu iki dizileme teknolojisinden sonra Ulclncl secenek
olarak Applied Biosystem tarafindan SOLID adi verilen bir
teknoloji gelistirildi. Bu teknoloji sentez yoluyla dizileme
degil ligasyon yoluyla dizileme pensibine dayanmaktadir.

DNA polimeraz yerine DNA ligaz enzimi kullanilir ve
florasan isaretli oligonukleotidlerin ligasyonuna bakilir.
Ligasyon sonrasinda ise problarin isaretli olan wucu
kesilerek dongu devam ettirilir.

lon Torrent teknolojisi, floresan ya da liminesans
kullanmamasi nedeniyle diger yontemlerden
ayrilmaktadir. Bu teknoloji DNA sentezi sirasinda hidrojen
iyonlarinin serbest birakilmasindan kaynaklanan pH’daki
degisimi hesaplayarak dizileme yapmaktadir.



c. Uclincii Nesil Dizileme

Tek molekul dizileme ve gercek zamanli dizileme Gc¢lincu nesil
dizileme sistemlerini daha o6nceki nesillerden ayiran
farklardandir. Uclnci nesil dizileme ayrica daha onceki
teknolojilerden farkh olarak DNA amplifikasyonuna ihtiyac
duymamaktadir.

Uclinci nesil dizileme teknolojilerinden biri olan tek molekiil
dizileme teknigi ilk olarak Helicos BioSciences tarafindan
gelistirilmistir. Bu teknolojinin Illumina teknolojisinden tek
farki kopru amplifikasyonuna ihtiyac duymaksizin tek molekdl
Uzerinden dizileme yapabilmesidir.

Bunun disinda Illumina teknolojisine benzer bir sekilde
floresan isaretli dNTP’lerin, DNA polimeraz aktivitesi sirasinda
eklenmesi sonucunda ortaya cikan i1sima miktarina gore
dizileme yapilmaktadir.



Uclinci nesil dizileme teknolojilerinden birisi de
Pacific Biosciences’in PacBio makinelerinde bulunan
gercek zamanli tek molekul dizileme (Single Molecule
Real Time) teknolojisidir.

Gercek zamanli tek molekll dizileme teknolojisinde
Zero-mode waveguide (ZMW) adi verilen nano
vapidaki bosluklar icerisinde DNA polimerazin
aktivitesi gercek zamanli olarak izlenmektedir. Bu
teknoloji ile dizileme islemi DNA polimeraz hizi ile
paralel oldugu icin cok hizh bir sekilde
gerceklestiriimektedir.



Nanopor teknolojisi, membran Uzerine sabitlenmis
olan nano boyuttaki porlar icerisinden molekullerin
gecisi sirasinda iyonik akimin odlcilmesi prensibine
dayanmaktadir.

Degisen iyonik akimin o6lcilmesi ile birlikte pordan
gecen molekdalin tanimlanmasi yapilabilmektedir.
Pordan gecis sirasinda gecis yapan molekil iyonik
akimin azalmasina neden olmaktadir.

Her molekulin iyon akimi Gzerindeki etkisinin farkl
olmasi nedeniyle tanimlama yapilabilmektedir. Uygun =
boyutta porlar kullanildiginda her bir nikleotid iyonik g &
akim Uzerinde farklh degisimlere neden oldugu icin

degisim olculerek dizileme yapilabilmektedir.

Oxford Nanopore sirketi MinlON, PromethlON ve
SmidglON platformalarinda bu teknolojiyi
kullanmaktadir.




* DNA replikasyonunu hem Sanger hem de NGS'nin
merkezindeki DNA dizileme stratejisine
donlstiren  temel  vyenilik, uzatilamayan,
floresanla etiketlenmis modifiye edilmis bazlarin
kullanilmasidir.

* A, T Gve Cicin dort farkli renkte modifiye edilmis
baz vardir. Sanger dizilemesinde, bazlarin yalnizca
klcuk bir ylzdesi modifiye edilirken, NGS'de,
mevcut tim bazlar modifiye edilir.

* Her iki dizileme tekniginde de, polimeraz
kopyalanan iplige modifiye edilmis bir baz dahil
ettiginde, yeni ipin uzamasi durur; bu vyeni
sonlandirilmis ip, en son eklenen bazini
yvansitacak sekilde renklendirilir.
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Genom, bir organizmanin tum genetik bilgisini iceren DNA'dir.
Transkriptom, bir hiicrede belirli bir zamanda aktif olan genlerin bir anlk
goruntusind sunar.

1 2 3
Genom Transkripsiyon  Transkriptom
Genom, bir ) o

- e Genomdan RNA’ya Bir hlicrede
organizmanin tum bilgi aktarimi. bulunan tim RNA
genetik bilgisini molekullerinin

iceren DNA'dir.

tamamil.



TRANSKIPTOM

 Transkriptom dizileme, MRNA transkripsiyon-ekspresyon
analizi, yeni genlerin kesfi, henltz genomu tamamiyla
tanimlanmamis organizmalarda gen bolgelerinin
tanimlanmasi, tum gen dizisinin olusturulmasi, tek
nukleotid polimorfizmlerin  belirlenmesi, insersiyon-
delesyonlar ve splicing varyantlarin tespiti, allel spesifik
ekspresyonlarinin analizi ve kromozomal yeni
dizenlenmelerin belirlenmesini kapsar.
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Transkriptom'un Onemi

Transkriptom, hiicresel sirecleri, hicre buyumesi,
gelisme ve hastalik gibi cesitli biyolojik olaylari
anlamak icin kritik 6nem tasir. Gen ifadesindeki
degisiklikler hastaliklarin gelisimine yol acabilir.

1 Hiicresel islevlerin Anlasiimasi

Transkriptom, hucrelerin  nasil  ¢alistigini, nasil
etkilesime girdigini ve cevrelerine = nasil tepki
verdigini anlamak’icin temel bilgiler saglar.

2 Hastaliklarin Teshisi

Transkriptom analizi, hastaliklari teshis etmek,
prognozunu belirlemek ve Kkisisellestirilmis tedavi

secenekleri gelistirmek icin kuIIamIabi?ir.

3 ilag Gelistirme

Yeni ila¢ hedefleri belirlemek ve ilag etkinligini
degerlendirmek icin transkriptom c¢alismalari blyuk
onem tasimaktadir.

4 Biyoteknoloji Uygulamalari

Transkriptom analizi, tarimda, gida Uretiminde ve
b|¥]qm.alzeme gelistirmede onemli uygulamalara
sahiptir.

25




Transkriptom Analizi Yontemleri

Transkriptom analiz yontemleri, RNA dizileme, mikrodizi ve
kuantifiye edilmis PCR gibi c¢esitli teknikleri icerir. Bu

yontemler, RNA molekillerinin miktarini ve tirtnd belirlemek

icin kullantlir.

RNA Dizileme

RNA'nin tam dizilimini
belirlemek icin
kullanilan yuksek
verimli bir tekniktir.
Bu yontem,
transkriptomda
bulunan tim RNA
molekillerini analiz
etmemizi saglar.

Mikrodizi

Binlerce farkh genin
ifade seviyelerini ayni
anda 6lgmek icin

kullanilan bir tekniktir.

Bu yontem, farkl
kosullar altinda gen
ifadesindeki
degisiklikleri
arastirmak icin
uygundur.

Kuantifiye Edilmis PCR

Belirli genlerin ifade
seviyelerini 6lcmek
icin kullanilan hassas
bir tekniktir. Bu
yontem, hastaliklar,
cevresel faktorler
veya ilaglarin etkisi
gibi cesitli faktorlerin
gen ifadesi Uzerindeki
etkisini arastirmak icin
uygundur.
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Transkriptom Veri Analizi

Transkrdotom verilerinin analizi, gen
|fadesmdek| %I§Ik|lk|erln tanimlanmasi, farkl
%ullar altin enlerin dizenlenmesinin
anlasilmasi ve biyolojik yollarin incelenmesi gibi
cesitli amaclar icin kullanilir.

1 Veri On isleme

Veri temizleme, normallestirme ve kalite
kontrolu gibi adimlari icerir. Bu adim,
dogru ve guvenilir sonuclar elde etmek
icin onemlidir.

2 Diferansiyel Gen ifadesi Analizi

Farkl ko uIIar altinda ifade seviyeleri
onem i 0 i |ge deg |§en genleri

belirlemek icin kutlanilir.
3 Yol Analizi
Gen |faf(lesmdek| degl ikliklerin,ilgili
biyolojik yollar uzerin ekl etkisinrinceler.
4 Fonksiyonel Zenginlestirme Analizi

Gen setlerindeki g?nlerm biyalojik
fonksiyonlarini ve'ilgili onIar| mceler
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Transkriptom arastirmalari, tip, biyoloji, tarim ve cevre bilimleri
gibi cesitli alanlarda genis bir uygulama yelpazesi sunar.

Hastalik Tanisi

Transkriptom analizleri, cesitli
hastaliklari teghis etmek ve hastalik
Erognozunu _belirlemek igin
ullanilir. Ornegin, kanser tirlerini
siniflandirmak ve tedaviye verilen
cevabi  tahmin  etmek igin
kullanilabilir.

Kisisellestirilmis Tip

Transkriptom analizleri, hastalar
icin isisellestirilmis tedavi
secenekleri  gelistirmek  igin
kullanilabilir.

lla¢ Gelistirme

Yeni ila¢ _hedefleri belirlemek,
ilag¢ etkinligini degerlendirmek ve
yan etkilerini azaltmak icin
transkriptom c¢alismalan buyuk
onem tasimaktadir.

Cevresel Monitoring

Cevresel kirleticilerin _canli
organizmalar Uzerindeki etkilerini
degerlendirmek ve evresel

gerlel

_deglg,llgllkler_e yanit  olarak gen
ifadesindeki degisiklikleri anlamak
icin kullantlir,

28



Transkriptom Veri
Depolama ve Paylasimi

Transkriptom verileri, blyuk miktarlarda veri
urettigi icin 6zel depolama ve paylasim sistemleri
gerektirir. Veri paylasimi, transkriptom
arastirmalarinin hizlandirilmasi ve ¢abalarin
birlestirilmesi icin cok onemlidir.

Gene Expression Omnibus

. . (GEO), ArrayExpress,
Depolama Sistemler: Sequence Read Archive (SRA)

NCBI Gene Expression
Omnibus (GEO), European
Bioinformatics Institute
Paylasim Platformlari  (EBI) ArrayExpress,
International Nucleotide
Sequence Database
Collaboration (INSDC)
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Transkriptom ve Epigenetik

Epigenetik, DNA dizisinde degisiklik olmadan
gen ifadesinde meydana gelen kalitsal
degisiklikleri inceler. Transkriptom, epigenetik
mekanizmalarin gen ifadesi lizerindeki etkisini
anlamak icin 6nemli bilgiler saglar.

DNA Metilasyonu

DNA'daki belirli bazlara metil gruplarinin eklenmesi.
Bu degigikli ,geni adesi%i irﬁ)hibe edebilir.

Histon Modifikasyonlari

Histon proteinl ri_n ,gki_de%’, iklikler, DNA'nin
erisile # irligini etkileyerek
gen ifadesini duzenler.

MikroRNA'lar

GeP ifadesini dizenleyen ku%[]k RNA

molekulleri. MjkroRNA'lar, mRNA'lara

baglanarak bunl%li!anblc)lgzulma5|na neden
ilir.




Transkriptom ve Hastalik
Biyobelirtegleri

Transkriptom analizleri, hastalik .
%Ilrteglerml belirlemek icin kullanilabilir.
elirtecler, bir hasta _I%(In varligini veya

bigpb
belirteclerdir.

iyo _
evresini gosteren biyoloji

1 Kanser Biyobelirtegleri

Transkriptom analizleri, kanser
hicrelerinde ifade seviyeleri artmis olan
foner eopiemek g Syiapiir. U genler,
biyobelirtsegler olaprakgkullan?labilir.

2 Enfeksiyon Hastaliklari Biyobelirtegleri

Transkriptom analizleri, enfeksiyon _
sirasinda ifade seviyeleri degisen genleri
belirlemek icin kullanilabilir. Bu_genler,
enfeksiyonun teshisi ve ﬁedaw%ugm
biyobelirtecler olarak kullanilabilir.

3 Kalp Hastaliklari Biyobelirtegleri
Tr?(ns_kriptom_ analizleri, kalp_hastalig

riskinin veya ilerlemesinin gostergesi
olabilecek gen?erl belirlemek |g|n%<ullanlllr.




| Tarim ve Bitki Biyolojisi: Bitkilerin gen ekspresyon profillerini inceleyerek\
hastaliklara ve cevresel strese karsi direncli tiirler gelistirmek icin
transkriptom verileri kullanilir.

J
Biyoyakit Uretimi: Mikroorganizmalarin gen ekspresyonlarini analiz N\
ederek biyoyakit Gretimini optimize etmek amaciyla transkriptomik
calismalar yapilr. )
™
Biyoteknoloji: Yeni biyolojik Grtnler ve enzimler gelistirmek icin
mikroorganizmalarin veya bitkilerin transkriptomlari analiz edilir.
v
Ekoloji ve Cevre Bilimleri: Cevresel streslerin, kirliliklerin ve diger N\
faktorlerin organizmalar Gzerindeki etkilerini anlamak i¢in transkriptom
analizleri yapilir. )

Evrimsel Biyoloji: Farkli turlerin gen ekspresyon profillerini karsilastirarak
evrimsel slirecleri ve adaptasyon mekanizmalarini incelemek icin
transkriptom verileri kullanilir.

J
N
Gida Bilimi: Gida kaynaklarinin kalite kontroll ve glivenligi icin

mikroorganizmalarin ve bitkilerin transkriptomlari analiz edilebil

Jo



Sonuc olarak...

Transkriptomlar, kisisellestirilmis tip icin guclu
bir aractir ve hastaliklari teshis, tedavi ve
dnlemede devrim yaratma potansiyeline
sahiptir. Transkriptomlarin kullanimiyla ilgili bazi
zorluklar olsa da, bu teknolojideki gelismeler,
daha etkili ve kisisellestirilmis bir tip gelecegine
vol acabilir.
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