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İnsan genom dizilemenin

yıllara göre maliyet tablosu



YENİ NESİL DİZİLEME

• İkinci nesil dizileme olarak tanımlanır.

• Toplu olarak paralel veya derin dizileme, genomik
araştırmalarda devrim yaratan bir DNA dizileme 
teknolojisini tanımlayan ilgili terimlerdir. 

• Prensip olarak Sanger dizileme gibi kapiller elektroforezi
uygulanır.

• Genomik DNA parçalara ayrılır ve her bir parçadaki 
bazlar, parçalar kalıp DNA zincirine bağlandığında 
yayılan sinyallerle tanımlanır. 

•Sanger dizilemeden farkları:
–Aynı anda çok miktarda paralel 
–Mikroölçek; reaksiyonların çip üzerinde yapılması
–Hızlı, (reaksiyonlar paralel yapıldığı için)
–Düşük maliyetli; genom dizileme daha ucuza mal edilir
–Daha kısa okuma parçaları, 50-700 bç



NGS-tarihçe



NGS

• Üç temel aşamada gerçekleştirilir:

– Kütüphane hazırlama:

• Kütüphane oluşturmak için 
DNA önce rastgele parçalara 
ayrılır, ardından özel 
bağlayıcılar (custom linker) ile 
bağlanır. 

– Amplifikasyon (Çoğaltma):

• Kütüphane klonal
amplifikasyon metotları ve 
PCR ile çoğaltılır.

– Dizileme: 

• Farklı yöntemler uygulanır



Shotgun dizileme

• Yüksek verimli dizilemede shotgun dizileme stratejisi 

kullanılmıştır. 

• Genom, farklı restriksiyon endonükleazlarla, çok 

sayıda birbiri üzerine çakışan küçük parçalara 

ayrılır.

• Bu fragmentlerin her biri klonlanır ve sekansı 

çıkarılır.

• Daha sonra dizisi belirlenen her bir fragmentin birbiri 

üzerine çakışan noktaları bilgisayar tarafından tespit 

edilir. 

• Sonuçta dizinin tamamını oluşturan doğrusal DNA 

ipliğinin sekansı ortaya çıkarılmış olur.



Shotgun dizileme



Shotgun dizi analizi

• Fragmentleri bir araya getirmek için çeşitli stratejiler 

tasarlanmıştır: 

– Kromozom yürümesi (chromosome walking)

– Restriksiyon enzim fingerprinting

– Tekrarlı (repetitive) DNA fingerprinting 

– STS haritalama 

• Bu stratejilerin hepsinin temelinde, birbiri üzerine 

çakışan dizilere sahip fragmentlerin arka arkaya 

dizilmesi yatmaktadır. 

• Dolayısıyla, “restriksiyon enzim fingerprinting”, en 

sık başvurulan ve pratikte uygulanabilirliği en yüksek 

olan stratejidir.



İkinci nesil genom dizileme 

teknolojileri

• Esas olarak iki şekilde gerçekleşir:

– Hibridizasyon ile dizileme

• SOLiD

– Sentezle dizileme

• 454/pirosekanslama

• Illumina/Solexa





Hibridizasyon ile dizileme

• 1980 lerde orjinali geliştirilmiştir.

• Sekanslanması istenen DNAnın etiketlenmiş 
parçalarına hibridize olmuş filtrelerdeki bilinen dizili 
DNA oligonükleotitlerinin kullanımıyla 
gerçekleştirilmiştir. 

• Tekrar tekrar hibridizasyon, istenmeyen 
melezlenmemiş DNA nın yıkanması şeklindeki 
basamaklar sonrasında hibridize olmuş eiketli DNA 
parçalarının filtredeki DNA problarının sekansı ile 
eşleşip eşleşmediğini belirlemek mümkündür. 

• Böylece, prob hibridizasyon noktalarından üst üste 
binen bilgilere dayanarak daha büyük bitişik dizi 
bilgisi oluşturmak mümkün olmuştur.



Hibridizasyon ile dizileme: 

SOLiD dizileme/Applied

Biosystems
• SOLiD «Oligo Ligasyon Tespiti ile dizileme nin

kısaltılmışıdır.

• Bu sistemin temeli, bir prod dizisinin bir DNA parçasına 
hibrizide olan bir florofora bağlanması ve görüntüleme 
için yakın bir nükleotide ligasyonla yapışmasıdır. 

• 1 mikronluk küçük manyetik boncuklarla emPCR
gerçekleştirilir. 

• Bu teknikte, komplementer DNA zincirinde tüm olası 
varyasyonlarını içeren 8 bazlık oligonükleotidleri kullanır, 
bu oligoların 4. ve 5. bazları spesifik bir floresan 
işaretleyici ile etikeltlenmiştir. 

• Sonrasında, bağlanan oktamer 5. bazdan sonra kesilir, 
floresan işaret uzaklaştırırlır ve bir sonraki ligasyon
döngüsü başlar. İlk döngüde, 4-5, 9-10, 14-15 
pozisyonlarındaki bazlar, ikinci döngüde; 3-4, 8-9, 13-14 
vs. pozisyonundaki bazlar tespit edilmiş olur. 



SOLID



SOLiD: özet şema



Sentezle dizileme

• Çoğu SBS teknolojisi, sekanslanacak ayrı ayrı DNA 
moleküllerinin milyonlarca ayrı kuyuya veya odaya
dağıtıldığı veya katı bir substrat üzerindeki belirli
yerlere bağlandığı bir yöntem kullanır. 

• PCR ile ya da «dönen halka» amplifikasyon
metoduyla çoğaltılan DNA molekülleri DNA sentez 
reaksiyonlarına tabi tutulur.

• Sentez reaksiyonlarında etiketlenmiş nükleotidler ya 
da özel bir nükleotidin katılımına dayalı kimyasal 
reaksiyonlar görüntülenebilir veya başka şekilde 
tespit edilebilir.

• Sekanslama verimliliğe bağlı olarak birkaç saat ya 
da gün sürebilir. 



Sentezle dizileme: 

454-pirodizileme

• Şuan kullanılmayan bir yöntem olup ikinci nesil NGS lerden ilk 
örneklerinden biridir.

• 400-700 bç uzunluğundaki her bir DNA parçası adaptörlere 
(boncuklar) bağlanır ve emülsiyon PCR reaksiyonu ile 
çoğaltılır. 

• Boncuklardaki DNA dizileri adaptörlerdeki dizilere 
komplementerdir, bu ise DNA parçalarının doğrudan 
boncuklara, her boncukta ideal olarak bir DNA parçası 
bulunacak şekilde, bağlanmasına imkan verir. 

• DNA sentezi ve ardından DNA sentez reaksiyonlarının
kimyasal tespiti pirofosfat salınımının ölçüldüğü pikolitre ölçekli 
bir bölmede meydana gelir. 

• Bu bölmelerin sırasıyla dört nükleotidden birini içeren reaksiyon 
ajanıyla ardarda yıkanması sonucunda doğru nükleotid 
sentezlenen zincire eklenir, ışık meydana getiren bir reaksiyon 
ile pirofosfat salınımı ölçülür.

• Işığın yoğunluğu aynı nükleotidin çok tekrarı olduğu 
durumlarda zorluk meydana getirir. 



454-pirodizileme

• DNA nın 

parçalan

ması ve 

adaptörler

le 

bağlanma

sı



454-pirodizileme

• Emülsiyon PCR: emülsiyon yağı, boncuklar,  PCR 

karışımı, kütüphane DNA karıştırılır ve bir 

emülsiyon oluşturulur.



454/pirodizileme özet şema



454/pirodizileme, sentezle 

dizileme



Sentezle dizileme: ION 

TORRENT

• Bu teknoloji nükleotid dizisini semi-kondüktör bir çipte 
dijital bir bilgiye dönüştürür. DNA sentezi reaksiyonunda, 
uzayan DNA zincirinde doğru nükleotid eklendiğinde bir 
H iyonu salınır. 

• Bu değişim solüsyonun pH sını değiştirir, iyon sensörü
tarafından bir voltaj değişimi olarak kaydedilir. 

• Eğer nükleotid eklenmezse voltaj değişimi olmaz.

• Bir seferde 4 nükleotitten sadece birini içeren 
sekanslama ajanları ile bir "sekanslama odasının-
çemberinin" sırayla sulandırılması ve yıkanmasıyla, 
uygun nükleotit dahil edildiğinde voltaj değişiklikleri 
meydana gelir. 

• İki yan yana nükleotid aynı nükleotid şeklinde zincire 
dahil olursa iki H salınır ve voltaj ikiye katlanır. 

• Aynı nükleotitin büyük homopolimer dizilerinin fark 
edilmesi bazen zordur.



ION TORRENT, sentezle 

dizileme



Sentezle dizileme: Illumina

• İkinci nesil sekanslama alanındaki en önemli oyuncu, ilk olarak Solexa ve 
Lynx Therapeutics tarafından geliştirilen teknolojiyi kullanan Illumina'dır.

• Illumina dizilimi, “köprü amplifikasyonu” olarak bilinen bir tekniğe 
dayanmaktadır, burada her bir uca ligatlanmış uygun adaptörlere sahip 
DNA molekülleri (yaklaşık 500 bp), tamamlayıcı oligonükleotid dizileri 
içeren katı bir destek (cam slayt) üzerinde tekrarlanan amplifikasyon
sentezi reaksiyonları için substratlar olarak kullanılır. 

• Slayt üzerindeki oligonükleotidler, daha sonra tekrarlanan amplifikasyon
turlarına tabi tutulan DNA'nın, her bir oligonükleotid fragmanının yaklaşık 
1000 kopyasından oluşan klonal "kümeler" oluşturacağı şekilde aralıklıdır.

• Her cam slayt milyonlarca paralel küme reaksiyonunu destekleyebilir. 
Sentez reaksiyonları sırasında, her biri farklı bir floresan etiketine sahip 
dört bazın her birine karşılık gelen tescilli modifiye edilmiş nükleotitler
dahil edilir ve daha sonra tespit edilir. 

• Nükleotidler ayrıca her reaksiyon için bir sonraki sentez turu tespit 
edildikten sonra engellenmeyen sentez sonlandırıcıları olarak işlev görür. 
Reaksiyonlar 300 veya daha fazla tur boyunca tekrarlanır. 

• Floresan algılama kullanımı, kamera tabanlı görüntülemenin aksine, 
doğrudan görüntüleme nedeniyle algılama hızını artırır.



Sentezle dizileme: illumina

• Farklı Illumina dizileme cihazları, MiniSeq, MiSeq, 
NextSeq, NovaSeq ve HiSeq modelleri de dahil 
olmak üzere çeşitli seviyelerde verim sağlar. 
MiniSeq, 2X150bp okumalarda bir run da 
(çalıştırmada) 25 milyon okuma ile 7,5 Gb veri 
sağlar. MiSeq, 15 Gb'lik çıktı için 2X 300 bp okuma 
ile 25 milyon okuma yapabilir. NextSeq, 2 X150 bp
okuma uzunluğunda 400 milyon okumayla 120 Gb
veri sağlayabilir.

• İllumina dizilemede bir kümenin bireysel örnekleri 
arasında dizileme reaksiyonlarındaki 
senkronizasyon sorunu söz konusu olabilir. 



illumina –BRIDGE PCR, 

sentezle dizileme



Üçüncü Nesil Dizileme

• PacBio

• Heliscope

• İkinci nesil dizileme yöntemlerinin aksine, üçüncü 

nesil dizileme yöntemleri uzun DNA (ve RNA) 

moleküllerini sekanslamayı amaçlamaktadır. 



Üçüncü Nesil dizileme-

PacBio

• Bu alandaki mevcut ticari teknoloji lideri, iki sıralı 
sistem, orijinal RSII modeli ve son zamanlarda 
Sequel ™ 'i ticarileştiren Pacific Biosciences
(PacBio)' dur. 

• SMRT (Singe Molecule Real Time) sekansı olarak 
da adlandırılan PacBio sekanslama, çok uzun 
fragmanların 30–50 kb veya daha uzun bir sekansta 
sekanslanmasını sağlar. SMRT yöntemi, dizilenecek
DNA nın bir DNA polimeraz ile bir SMRT akış 
hücresindeki bir kuyunun (sıfır modlu dalga kılavuzu 
(ZMW)) altına bağlanmasını içerir. Bir ZMW, ışık 
enerjisini, aydınlatıcı ışığın dalga boyuna göre 
boyutları küçük bir alana yönlendiren küçük bir 
bölmedir.



Üçüncü Nesil dizileme-

PacBio

• ZMW tasarımı ve kullanılan ışığın dalga boyu nedeniyle, 
görüntüleme sadece ZMW'nin dibinde gerçekleşir, burada 
DNA'ya bağlı DNA polimeraz her bazı uzayan zincire ekler.

• Dört nükleotid, diferansiyel algılama için farklı fosfo-bağlı 
floroforlarla etiketlenmiştir. 

• Büyüyen zincire bir nükleotid dahil edildiğinde, görüntüleme 
milisaniye zaman ölçeğinde gerçekleşir. 

• Eklemeden sonra, fosfat bağlı floresan eklenti salınır, ZMW'nin
tabanından “uzaklaşır” ve artık tespit edilemez. 

• Ardından, bir sonraki nükleotit eklenir. 

• Görüntüleme, nükleotid katılım oranı ile zamanlanır, böylece 
her baz, büyüyen DNA zincirine dahil edildiğinde tanımlanır. 

• Bu işlemler eşzamanlı olarak SMRT hücreleri içinde tek bir 
yonga üzerinde bulunan bir milyon zeptolitre ZMW'de paralel 
olarak gerçekleşir.



Üçüncü Nesil dizileme-

PacBio



Üçüncü Nesil dizileme-

Heliscope

• Helicos ™ Tek Molekül Sekanslama (SMS), 

hücresel nükleik asitlerin doğrudan sekanslanması

yoluyla, hem doğru kantitasyon hem de sekans 

bilgileri sağlayarak, genom biyolojisinin eşsiz bir 

görünümünü sağlar. 

• Numune hazırlama, ligasyon veya PCR 

amplifikasyonu gerektirmez, diğer teknolojilerde 

gözlemlenen GC içeriğinden ve boyut sapmasından 

kaçınır. 

• DNA basitçe kesilir, poli A ile kuyruklanır ve 

milyarlarca molekülün paralel olarak sentezlenmesi 

için oligo-dT içeren bir akış hücresi yüzeyine 

hibritlenir.



Üçüncü Nesil dizileme-

Heliscope

• Sekanslama için hedeflenen DNA molekülleri, tek kullanımlık 
cam akış hücreleri üzerinde yerinde hibridize edilir. 

• Numuneler, sıcaklığın optimal hibridizasyon için ayarlanabildiği 
Helicos Sample Loader kullanılarak akış hücrelerine yüklenir. 

• Akış hücreleri (25 kanallı) uygun şekilde yerleştirildikten sonra, 
sentez ve görüntüleme yoluyla sekanslama için gerekli tüm 
reaktiflerle birlikte HeliScope ™ Sekanslama Sistemine 
yerleştirilir. 

• Sekanslama Sisteminde, görüntüler Helicsope ™ Analiz 
Motoru tarafından gerçek zamanlı olarak işlenmesiyle gerektiği 
kadar sekanslanma sağlanır. 

• Analiz Motoru her fiziksel konumdan görüntüleri işler ve bu 
görüntülerden dizi okumaları oluşturur. 

• İşlem tamamlandığında, görüntüler işlenir ve zincir oluşumu 
tamamlanır; gerektiğinde referans hizalama veya montaj için 
kullanılmak üzere veriler indirilir.



Üçüncü Nesil dizileme-

Heliscope



Dördüncü Nesil Dizileme-

Oxford Nanopore

• 4G platformları, 3G'nin tek molekül dizilimini ve 
nanopore teknolojisini entegre ederek hızlı bir 
şekilde gelişmiştir. Nanopor teknikleri, amplifikasyon
gerektirmeden sekanslama, tekrarlanan döngüler 
olmadan gerçek zamanlı sekanslama ve sentezin 
ortadan kaldırılmasıyla elde edilir ve bu nedenle 4G 
sekanslama teknikleri olarak sınıflandırılır.

• Uzun DNA moleküllerini küçük çaplı “deliklerden” 
geçirmek ve her bir nükleotit bağlı bir dedektörden
geçerken farklı akımları ölçmek mümkündür. Teorik 
olarak, nanopore içinden yüzlerce kb'den fazla DNA 
geçirilebilir ve birçok kanalda, nispeten düşük 
maliyetle onlarca ila yüzlerce Gb dizisi elde edilebilir.



Dördüncü Nesil Dizileme-

Oxford Nanopore

• DNA dizilemesi için iki tip nanopore sistemi 

geliştirilmektedir; biyolojik membran sistemleri ve 

katı hal sensör teknolojisi. 

– Biyolojik nanopore sekanslama, gözenekleri 

üretmek için bir lipit membrana gömülmüş 

transmembran proteinlerinin kullanımına 

dayanır.

– Katı hal sensör teknolojisi, DNA veya RNA'nın 

geçmesine izin veren nanometre boyutlu 

gözeneklere sahip çeşitli metal veya metal 

alaşımlı substratlar kullanır.



Dördüncü Nesil Dizileme-

Oxford Nanopore

• Oxford Nanopore Teknolojileri (i.e. PromethION) her bir nükleotit
detektörden geçerken karakteristik akım değişikliklerinin meydana geldiği 
elektriksel olarak dirençli bir polimer zarında protein nanoporları kullanır. 

• Uzun dsDNA molekülleri ilk olarak phi29 polimeraz gibi işlemsel bir 
enzime bağlanır. 

• Kompleks bir nanopore ile karşılaştığında, bir DNA ipliği nanopora girer ve 
gözenek içinden translokasyon hızı DNA polimeraz sentezi ve 
translokasyonu ile düzenlenir. 

• İşlemci enzim, DNA'nın içinden sürekli ve işlemsel olarak 
“perçinlenmesini” sağlar. 

• Bir nükleotit gözenekten geçerken, nanopore uygulanan bir akımı bozar. 

• Her nükleotit, bir akım kesintisi olayı olarak kaydedilen karakteristik bir 
elektronik sinyal sağlar.

• Kayıt gerçek zamanlıdır ve 10kb okumalar artık makul bir çıktı olsa da, 
teorik olarak 100 kb DNA her nanopore içinden geçebilir ve tespit 
edilebilir. 

• DNA bir nanopordan ayrıldıktan sonra, gözenek farklı bir DNA molekülü 
tarafından kullanılabilir.



Dördüncü Nesil Dizileme-

Oxford Nanopore



Yüksek verimli dizileme 

yöntemlerinin karşılaştırılması



Çeşitli DNA dizileme 

tekniklerinin özeti
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Amplifikasyon çeşitleri


