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OZET

ILLUMINA VE DNB SEKANSLAMA TEKNOLOJILERI
ILE ELDE EDIiLEN OZEL GEN DiZiLEME
VERILERININ KARSILASTIRILMASI

Tugce ACAR

Molekiiler Biyoloji ve Genetik Anabilim Dali

Yiiksek Lisans Tezi

Danmisman: Prof. Dr. Muhammed Hamza MUSLUMANOGLU

DNA’nin yapist aydinlatildiktan sonra DNA niikleotid dizilemesi i¢in bir ¢ok yontem
gelistirilmistir. Bu yOntemler arasinda en giinceli Yeni Nesil Dizileme(NGS)
teknolojileridir. NGS platformlar1 farkli yontemlerle kisa siirede, genomun bir kisminin,
hatta tamamimin dizilenmesini saglar. Insan genomu dizilemede iiretilen ticari kitlerin
disinda in-house dizileme ile; ¢ok sayida, birbiriyle iliskisi olmayan genleri ayn1 anda
dizilemek miimkiindiir. NGS teknolojileri fastq formatinda ham data iiretir. Dizileme
sirasinda; kimyasal reaksiyonda, cihazin mekaniginde veya laboratuvar kisminda
meydana gelebilecek hatalar datalarin kalitesini, dolayisiyla ham datadan yapilacak
analizin dogrulugunu dogrudan etkiler. Ham datadaki potansiyel sorunlari tespit etmek
ve datanin kalitesini degerlendirmek igin FastQC gibi gesitli algoritmalar gelistirilmistir.
Bu ¢alismada, farkli yontemlere dayali Illumina(sentez yoluyla dizileme) ve MGI(DNB
teknolojisi ile dizileme) platformlarinda in-house dizileme verilerinin kalitelerinin
karsilagtirilmast amaglanmistir. 100-280 amplikondan olusan 24 ¢ift gen havuzu, MGI ve
[llumina platformlarinda in-house dizileme teknigi ile dizilenmistir. Her iki platformdan
elde edilen ham datalarin FastQC raporlarindan; her sekanstaki baz igerigi, dizilerin GC
icerigi, duplikasyon orani ve yinelenen diziler parametreleri ile data boyutu ve ortalama

derinlik parametreleri agisindan karsilagtirillmistir. FastQC parametrelerine uygulanan t
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testi sonucunda; her iki platform i¢in de her sekanstaki baz igerigi (p=2,01;p>0,05),
dizilerin GC igerigi (p=0,88;p>0,05) ve duplikasyon oranlar1 (p=0,08;p>0,05) arasinda
onemli bir fark olmadig1 goriilmiistiir. Yinelenen diziler arasinda ise MGI’dan iiretilen
datalarin yinelenen dizi ortalamasi daha diisiik olup, her iki platform arasindaki farkin
istatistiksel olarak Onemli (p=0,04;p<0,05) oldugu goézlenmistir. Bununla birlikte
kullanilan MGI DNBSeq-G400 cihazinin kapasitesi [llumina-Miniseq cihazindan daha
fazla oldugundan; MGl DNBSeq-G400 cihazindan data boyutu ve ortalama derinlik
acisindan daha fazla veri elde edilmistir. Bu iki parametre i¢in uygulanan t testi ile, her
iki cihazdan elde edilen data boyutu (p=5,58;p>0,05) ve ortalama derinlik
(p=1,57;p>0,05) arasindaki farkin istatistiksel olarak anlamli olmadig1 gézlemlenmistir.
Sonug olarak in-house dizilemede; dizilenecek gen sayisi, elde edilmek istenen data

miktart gibi kosullar g6z 6niinde bulundurularak, amaca uygun her iki platform da verimli

bir sekilde kullanilabilir.

Anahtar Kelimeler: FastQC, lllumina, MGI.
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ABSTRACT

COMPARISON OF IN HOUSE GENE SEQUENCING
DATA OBTAINED BY ILLUMINA AND DNB SEQUENCE
TECHNOLOGIES

Tugce ACAR

Department of Molecular Biology and Genetics

Master of Science Thesis

Supervisor: Prof. Dr. Muhammed Hamza MUSLUMANOGLU

After the structure of DNA was elucidated, many methods were developed for DNA
nucleotide sequencing. The most up-to-date among these methods is Next Generation
Sequencing(NGS) technologies. NGS platforms enable the sequencing of part or even the
entire genome in a short time using different methods. Apart from the commercial Kits
produced for human genome sequencing, with in-house sequencing; it’s possible to
sequence large numbers of unrelated genes simultaneously. NGS technologies produce
raw data in fastq format. During sequencing; errors that may occur in the chemical
reaction, the mechanics of the device or the laboratory part directly affect the quality of
the data and therefore the accuracy of the analysis to be made from the raw data.Various
algorithms, such as FastQC, have been developed to detect potential problems in raw data
and evaluate the quality of the data.In this study, it was aimed to compare the quality of
in-house sequencing data on Illumina (sequencing by synthesis) and MGI (sequencing by
DNB technology) platforms based on different methods. 24 pairs of gene pools of 100-
280 amplicons were sequenced separately on the MGI and Illumina platforms by in-house
sequencing. From FastQC reports of raw data obtained from both platforms; the base

content in each sequence, GC content of the sequences, duplication rate and repetitive
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sequences parameters were compared in terms of data size and average depth parameters.
As a result, in-house sequencing; considering the conditions such as the number of genes
to be sequenced and the amount of data to be obtained, both platforms suitable for the

purpose can be used efficiently.

Keywords: FatsQC, Illumina, MGI.
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GRADUATE SCHOOL OF SCIENCE AND ENGINEERING
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GIRIS

1.1 Literatiir Ozeti

1953 yilinda DNA’nin yapist ortaya koyulduktan sonra DNA dizileme ile ilgili
aragtirmalar hiz kazanmistir. DNA’nin yapisinin kesfinden 12 yil sonra 1965 yilinda ilk
kez Holley ve ark. maya hiicresinin 77 niikleotidlik alanin tRNA poliniikleotidinin
niikleotid dizisini ortaya koymuslardir. ilerleyen arastirmalar sonucunda DNA dizileme
yonteminin gelistirilmesi yaklasik 25 yil siirmistiir. (Sanger F, 1977) 1977 yilinda
Maxam Gilbert kimyasal yikim yontemiyle DNA dizileme ve Sanger sentez yoluyla
dizileme yontemleri gelistirilmistir. ilerleyen yillarda Sanger dizileme y&nteminin
gelistirilmesiyle, 1987 yilinda Applied Biosystems tarafindan ilk otomatize DNA
dizileme cihaz1 piyasaya siiriilmiistiir. Bu gelisme Insan Genom Projesi’nin 6niinii
acmustir. 10 yilda tamamlanan Insan Genom Projesi sonucunda Sanger dizilemenin
zaman ve maliyet acisindan biiyiik DNA bdlgelerini dizilemek i¢in uygun bir yontem
olmadigimin anlagilmas:1 Yeni Nesil Dizileme (NGS) teknolojilerinin gelistirilmesine
oncti olmustur. NGS teknolojisi ile genomda biiyiik bolgelerin kiiciik fragmanlara
ayrilarak kisa siirede dizilenmesini saglayan 2. nesil dizileme cihazlar1 (sentez yoluyla
dizileme yapan Roche, Illumina, lon Torrent; ligasyon yoluyla dizileme yapan
ABI/SOLID, Complete Genomics, BGI, MGI), sonrasinda ise daha biiyiik DNA
parcalarinin dizilenmesini saglayan 3. nesil dizileme cihazlar1 (Pacific Bioscience,
Oxford Nanopore) gelistirilmis olup gliniimiizde NGS alanindaki gelistirme ¢alismalari

hala devam etmektedir.

NGS teknolojilerinden elde edilen datalarin genetik analizlerinin dogrulugu ig¢in
kalitelerinin degerlendirilmesine olanak taniyan, yapilacak analizin 6zelligine gore farkl
algoritmalar (FaQCs, FastQC, FASTX-Toolkit ve PRINSEQ-lite) gelistirilmistir. Bu
algoritmalar arsinda insan gDNA’smin gen kodlayan bolgelerinin analizinde en ¢ok
FastQC algoritmasi tercih edilir. FastQC, yiiksek verimli yeni nesil dizileme verilerindeki
potansiyel sorunlari tespit etmek igin tasarlanmis bir algoritmadir. FastQC, bir ya da

birden fazla fastq dosyasi iizerinde bir dizi analiz ¢alistirarak, dizilemenin kalitesini



gosteren sonuglart Ozetleyen bir rapor iiretir. Kalite degerlendirmesi sonucu genetik

analizlerin gilivenilir olarak yapilmasini saglar.

Literatiirde farkli NGS platformlarindan elde edilen datalarin cesitli yoOnlerinin
karsilastirilmasina ait ¢ok sayida ¢alisma olmakta birlikte; MGI teknolojisinin piyasaya
stiriliis tarihi Illumina’dan daha yeni olmasi sebebiyle MGI ve Illumina’ya ait datalarin
karsilagtirilmasiyla alakali sinirli sayida yayin bulunmaktadir. Literatiirde her iki
platformdan elde edilen datalar; data boyutlari, ortalama derinlikleri, GC igerigi, SNP ve
Indel tespitleri, kullanilan kitlerin hedef kapsamlari, Q20 ve Q30 degerleri gibi ¢esitli

parametreler tizerinden karsilastirilmistr.
1.2 Tezin Amaci

Genetik hastaliklarin tanisinda kullanilan yontemlerin basinda DNA dizileme gelir.
DNA’nin yapisinin kesfinden giinlimiize gelisen teknoloji ile birlikte DNA’nin
dizilenmesine olanak taniyan ¢ok sayida yontem gelistirilmistir. Bu yontemler arasinda
en giinceli Yeni Nesil Dizileme (NGS) teknolojisidir. Bu baslik altinda farkli firmalar;
temelinde ayni1 amaca hizmet eden, farkli yontemler kullanarak DNA’nin baz dizisinin
belirlenmesini saglayan DNA dizileme cihazlar1 gelistirmis ve gelistirmeye devam
etmektedir. DNA dizileme cihazlar1 tarafindan {iretilen bu datalarin, genetik tani
koyabilmek i¢in elbette dogrulugundan emin olmak gerekmektedir. Datalar analiz
edilmeden Once, datalarin kalitesi FastQC gibi gelistirilen algoritmalar ile kolaylikla
degerlendirilebilir. Bu calismada, farkli yontemlere dayali Illumina (sentez yoluyla
dizileme) ve MGI (DNB teknolojisi ile dizileme) platformlarinda in house dizileme

verilerinin kalitelerinin karsilastirilmasi: amaglanmustir.
1.3 Hipotez

NGS platformlar1 nispeten kisa zaman diliminde, diisiik maliyetler ile DNA’nin bir
kisminin veya tamaminin baz dizisini biiyiik ¢iktilar halinde verir. Dizileme sirasinda;
cihazin mekaniginde, yaziliminda veya kimyasal reaksiyon sirasinda olusabilecek bir
aksaklik datanin giivenilirligini olumsuz etkiler. Bu sebeple elde edilen datalar analiz
edilmeden oOnce bir kalite degerlendirmesine tabi tutulmalidir. Bu amagla gelistirilen
FastQC raporlarindaki parametrelerin yani sira, elde edilen datanin boyutu, ortalama
derinligi gibi parametreler de datanin kalitesi hakkinda bilgi sahibi olmamizi saglar. Bu
calismadaki Onermemiz; iki farkli yonteme dayali olarak DNA’nin dizilenmesini

saglayan Illumina Miniseq (sentez yoluyla dizileme) ve MGl DNB Seq-G400 (ligasyon
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yoluyla dizileme) cihazlarindan elde edilen datalarin kalitelerinin karsilastirarak,
yontemsel olarak MGI teknolojisinin kullandigi RCA amplifikasyonunun PCR hata orani
birikimi Illumina’nin k&prii amplifikasyonundan daha az oldugundan, MGI DNB Seq-
G400°den elde edilen datalarin kalitelerinin Illumina Miniseq’den elde edilen datalardan

daha iyi olacagidir.



2

GENEL BiLGILER

2.1 DNA’mn Yapisi

2.1.1 DNA’nin Molekiiler Yapisi

DNA, niikleotidlerden olusan bir niikleik asittir. Niikleotidler; bir pentoz sekeri (5-
karbonlu seker), bir azotlu baz (A,G,C,T,U) ve bir fosfat grubundan olusur. DNA’nin
yapisinda azotlu baz olarak; 2 halkali piirinlerden A (adenin) ve G (guanine), tek halkali

pirimidinlerden C (sitozin) ve T (timin) bulunur.

Avery, MacLeod ve McCarty’nin transformasyon deneyleri sonucunda 1944 yilinda
genetik bilgiyi DNA’nin (deoksiriboniikleik asit) tasidigi kanitlanmistir. Ardindan
DNA’nin yapisin1 ve fonksiyonunu belirlemek i¢in bu konuda yapilan caligmalar hiz
kazanmistir. 1953 yilinda James Watson ve Francis Crick’in yaptig1 deneysel ¢aligmalar
sonucu DNA’nin ikili sarmal modeli ortaya koyulmustur. ikili sarmal modeline gére

DNA’nin yapisal 6zellikleri su sekilde tanimlanir:

Birbirine antiparalel konumlanmis (iki zincirin C-5" ve C-3’ yonleri birbirine
terstir) iki polintikleotid zincirinden olusur.

Iki poliniikleotid zinciri bir merkez etrafinda kivrilarak DNA’nin sarmal yapisini
olusturur.

Sarmal yapinin dis iskeletini fosfat ve 5 karbonlu seker olusturur. Azotlu bazlar
iskeletin i¢ kisminda konumlanmaistir.

Poliniikleotid zincirindeki her iki baz arasinda 0,34 nm mesafe vardir. DNA
sarmalinin bir tam doniisii 3,4 nm olup, her bir zincirde bir doniiste 10 azotlu baz
yer alir.

Sarmalin ¢ap1 20 nm’dir.

DNA’nin ikili sarmali major (biiyiik) ve minor (kiiciik) oluklardan olusur.

Bir poliniikleotid zincirindeki bazlar, kars1 zincirdeki bazlara Hidrojen Bagi ile

baglanarak; A=T, G=C seklinde eslesirler.
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Sekil 2.1 DNA’nin Yapis: (Klug v.d. 2011, s.246)

a) Watson ve Crick’in 6nerdigi DNA’nin ikili sarmal modeli. b)Sarmalin; fosfat
omurgasinin, azotlu bazlarmin ve hidrojen baglarinmn gériiniimii. ¢)ikili sarmalin
antiparalel yapisi ve bazlarin yerlesiminin gosterilisi.

Genetik kavramlar

DNA hiicre ¢ekirdeginde; lizin ve arjinin agisindan zengin, bazik ve pozitif ytlikli
histon proteinleriyle etkilesime girerek kromozom yapilar1 seklinde paketlenir.
DNA’dan kromozom yapisinin olusmasindaki organizasyonun ilk basamagi; 2 nm
capindaki DNA’nin 147 bg¢’lik kismimnin 4 ¢ift histon proteinine sarilarak, 11 nm
capindaki niikleozom birimlerini olusturmasidir. Bir sonraki asamada niikleozomlar
katlanmaya devam ederek 30 nm ¢apindaki solenoid yapilarini olusturur. Solenoid
yapisi, birbiri lizerine ilmik seklinde daha ileri katlanmalarla 300 nm ¢apindaki
kromatin ipligi olusturur. Bu iplikler kivrilarak kromozomunun kollar1 olan 700 nm
capindaki kromatidleri olustururlar. iki kromatidin yanyana gelmesiyle de DNA’nin
kromozom halinde paketlenme organizasyonu tamamlanmis olur. Insana ait toplam
DNA wuzunlugu yaklasik 2 metre olmasina ragmen; kromozom organizasyonu

sayesinde insan DNA’s1, yaklasik 5-10 um ¢apindaki hiicre ¢ekirdegine sigmaktadir.
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Sekil 2.2 Kromozomlardaki DNA organizasyonu
(Klug v.d. 2011, 5.294)

DNA; kendini esleme (semikonservatif replikasyon), genetik bilgiyi tasima, genetik
bilginin ifade edilmesi (gen ekspresyonu) ve mutasyonlarla kendini ¢esitlendirme

(varyasyon) ozelliklerini tagir.
2.1.2 DNA’mn Organizasyonu

Insan genomu 3x10%°dan fazla niikleotid igerir, fakat insan genomunun yalnizca %5’lik
kism1 kodlayan dizilerden olusur. Genomun kalan kisminin en az %50’si LINE ve Alu
gibi yer degistirebilen dizilerdir. Insan genomunun kodlayan %5°lik kism1 =20.000 gen
icermektedir. Genlerin %40’indan fazlasinin tanimlanmis bir molekiiler islevi yoktur.
(William S. Klug, 2011, s. 497) [Sekil 1.4] Genler insan genomunda 23 otozomal
kromozom ve cinsiyet kromozomlar1 (X ve Y) lizerinde konumlanmistir. Genlerin
kromozomlar tizerindeki dagilimi homojen olmayip; gen ekspresyonu bakimindan aktif,
Okromatin (agik) bolgeler ile inaktif, heterokromatin (siki paketlenmis) bolgeleri

olusturur.
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Sekil 2.3 Insan genomunun simiflandiriimasi

Insan genomunda protein kodlayan genler; ekzon ve intron bélgelerinden olusur. Genin
yapisinda bunun yaninda kontrol bdlgeleri de bulunur. Kontrol bolgeleri genelde genin
baginda (promotor) ve sonunda (terminator) bulunarak genin anlatiminin
diizenlenmesinde rol oynar. Bir genin anlatiminda transkiripsiyon faktorleri genin
promotor bolgesine baglanir. Promotorlar bir genin anlatimin1 yonetmek amaciyla, diger

regiilator bolgeler ile (enhancer, silencer, insiilatorler) uyum icersinde ¢alisir.

Hiicre adezyonu (577, 1.9%) saperon (159, 0.5%)
: Cesitli (1318, 4.3%) Hicre iskeleti yapisal proteini (876, 2.8%)
Viral protein (100, 0.3%) Hiicre disi matriks (437, 1.4%)
Transfer/tasiyici protein (203, 0.7%) im?‘g:ol?alg;llﬂ(izo(g 6:’3?%9)%)
Transkripsiyon faktérii (1 850, 6.0%) Y Motor (376, 1.2%)
Nikleik asit enzimi (2308, 7.5%)

Kas yapisal proteini (296, 1.0%)

Proto-onkogen (902, 2.9%)
»— Kalsiyum baglayia protein secimi (34, 0.1%)
Hicre ici tagiyicl (350, 1.1%)

Sinyal molekiilii (376, 1.2%) Tasiyici (533, 1.7%)

Reseptor (1543, 5.0%)
Kinaz (868, 2.8%)
Diizenleyici molekiil secimi (988, 3.2%)
Transferaz (610, 2.0%)
Sentaz ve sentetaz (313, 1.0%)
Oksidorediiktaz (656, 2.1%)
Liyaz (117, 0.4%)
Ligaz (56, 0.2%)

izomeraz (163, 0.5%)
Hidrolaz (1227, 4.0%)

Molekiiler islevi bilinmeyen (12809, 41.7%)

Sekil 2.4 Insan genomunu olusturan genlerin islevlerine gore smiflandiriimasi

(Klug v.d. 2011, s.497)



2.2 DNA Polimerazlar

DNA’y1 manipiile eden enzimler reaksiyon tiirlerine gore 5 baslik altinda toplanabilir:

Niikleazlar; DNA’y1 kesen veya pargalayan enzimler.

Ligazlar; 2 DNA pargasini birbirine baglayan enzimler.

Polimerazlar; DNA zincirlerinin kopyalanmasini saglayan enzimler.

Modifiye edici enzimler; DNA’ya kimyasal gruplarin eklenip c¢ikarilmasini
saglayan enzimler.

Topoizomerazlar; DNA ¢ift sarmalinda super kivrimlari olusturur veya

uzaklagtirirlar.

DNA ’nin baslica ézelliklerinden biri de kendini replike edebilmesidir. Insan genomunda
DNA replikasyonu i¢in ¢ok sayida replikasyon orjini mevcuttur. DNA replikasyonu hiicre

dongiisiiniin S evresinde gerceklesir.

DNA’nin replikasyonu sirasinda ilk olarak replikasyon orijininde, birbirine antiparalel
uzanan 2 iplik helikaz enzimi ile ayrilir ve replikasyon catali olusur. DNA’nin her iki
ipligi de replikasyon i¢in kalip zincir olarak kullanilir. DNA polimerazlar replikasyonu
baslatmak i¢in bir primer RNA molekiiliine ihtiya¢ duyar. Primaz enzimi tarafindan RNA
primeri sentezlendikten sonra, DNA polimeraz bu primere baglanarak yeni DNA ipliginin
sentezini baslatir. DNA polimeraz; deoksiribozun 3> —OH grubu ile INTP’nin 5 —fosfat
grubu arasindaki fosfodiester baginin olusumunu katalizler. Zincir uzamast DNA
Polimerazin kalip diziye komplementer ANTP’lerin eklenmesiyle 5°—3” yoniinde devam

eder.

Kalip DNA’nin 3°—5’ yoniindeki ipliginde ise; aralikli olarak 5’—3’ yoniinde baglanan
RNA primerleri ile DNA polimeraz 100-200 niikleotid uzunlugunda kesintili pargalar
(Okazaki Fragmentleri) halinde sentezi gergeklestirir. ~ Okazaki fragmentlerinin
olusumundan sonra, RNA primerleri ayrilir ve yerine kalip iplige komplementer diziler
sentezlenir. Sentezlenen bu diziler son olarak DNA Ligaz enzimi ile birlestirilir. Bu
sekilde DNA’nin yar1 korunumlu replikasyonu tamamlanir. Replikasyon sirasinda ¢ok

sayida yardimci protein de rol oynar.
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Sekil 2.5 DNA replikasyonu (Klug v.d. 2011, s.274)

RNA
primeri

Prokaryotik DNA replikasyonunda DNA polimeraz I, II ve III gérev alirken; 6karyotik
DNA replikasyonunda DNA polimeraz a, §, € ve y gorev alir. Okaryotik DNA
polimerazlar DNA replikasyonu, DNA tamiri, kross-over ve mitokondriyal replikasyona
katilir. Okaryotik DNA polimerazlarin replikasyon hizi  prokaryotik DNA
polimerazlardan daha yavasken; replikasyon sirasinda ayni anda ¢ok sayida replikasyon

orjininden yeni iplik sentezi bagslamasi DNA’nin kisa siirede replike olmasini saglar.

e Phi29 DNA Polimeraz

$29 DNA polimerazin gerceklestirdigi yuvarlanan daire amplifikasyonu (RCA),
belirlenmis sabit bir sicaklikta SSDNA amplifikasyonun yapildigi izotermal
amplifikasyon yontemlerindendir. $29 bakteriyofaji tarafindan kullanilan bu polimerazin,

hedef molekiil lizerindeki zincir uzaklastirma 6zelliginden faydalanilir. (Dean v.d 2001)

29 DNA polimeraz; halkasal DNA’larin polimerizasyonunu gergeklestirse de, lineer
DNA’lar i¢in de asma kilit sekilli problarin(padlock prob) hibridizasyonu sayesinde

kazandirilan dairesel form ile $29 DNA polimerazin etkinligi kullanilir.
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Sekil 2.6 Phi29’un RCA (yuvarlanan daire amplifikasyonu) etkinligi (Li v.d, 2017)

029 DNA polimeraz, herhangi bir yardimci protein olmasa dahi olduk¢a verimli bir
polimerizasyon gerceklestirir. ¢ 29 DNA polimeraz, simetrik bir DNA replikasyonu

modelini destekler.

RCA reaksiyonu ile tek bir kalip DNA’dan ¢ok sayida kopya elde edilir. Bu 6zelligi ile ¢
29 DNA polimeraz, femtomolar seviyedeki ultra yiiksek hassasiyeti ve tek bazli

varyantlar1 bile ayirt eden 6zgiilliigii molekiiler tekniklerde kullanilmaktadir.

¢ 29 DNA polimeraz RCA reaksiyonunu, bir dAMP molekiilii terminal proteinin serbest
bir molekiiliine kovalent olarak baglandiginda baslatir. Tek iplikli DNA’da ¢ 29 DNA
polimerazin baglanmasi i¢in sabit ve net DNA dizisi gerekliligi yoktur. ¢ 29 DNA
polimerazin yeni zinciri verimli bir sekilde uzatmasi i¢in en az iki niikleotidin bir terminal
tekrar1 gereklidir. Replikasyonda 3’ terminal de dahil kalip ipligin tamami kopyalanir. ¢
29 DNA polimerazin replikasyonu baslatmadan uzatma asamasina gegisindeki bu 6zellik
ile geri kayma modeli Onerilmistir. Bu 6zelligi ile terminal protein iceren DNA

ipliklerinin kesintisiz replikasyonu gerceklestirilmis olur. (Mendez v.d., 1992)

2.3 Restiriksiyon Endoniikleazlar

1978’de W. Arber, H. Smith ve D. Nathans restriksiyon endoniikleazlarin kesfi ile nobel
odili almistir. Giiniimiizde ¢ok sayida restriksiyon endoniikleaz enzimi tanimlanmaistir.
Bu enzimler bakteriler tarafindan viriis istilasina kars1 bir savunma mekanizmasini olarak
sentezlenir. Restiriksiyon endoniikleazlar basta rekombinant DNA teknolojisi olmak

tizere molekiiler biyolojinin bir ¢ok alaninda kullanilirlar.
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Restriksiyon endoniikleazlar DNA’y1 enzime 6zgii spesifik tanima dizilerinden keser.
Insan genomu yaklasik 3x10° niikleotid igerir.  Restriksiyon enzimleri genomu,
saflagtirilabilen, modifiye edilebilen fragmentlere ayirir. Fragmentlerin biiyiikligi,
kullanilan restrikisiyon endeniikleazin DNA’y1 ne kadar siklikla kestigine gore
hesaplanir. Fragmentin biiyiikliigii hesaplanirken teorik olarak DNA’daki A=T ve G=C
oraniin esit oldugu varsayilir. Ornegin; kesim tanima dizisi AGCT olan Alul enzimi

DNA’y1 256 baz ¢iftinde (4"=4%=256) bir kesip ¢ok sayida kiiciik fragment olusturacaktir.

Enzim Tanima, Kesim modeli

Kesim dizisi Kaynak
1
mG-A-A-T-T-Cm mG A-A-T T-Cm
EcoRI R — i i Escherichia coli R
|IIIIIII||I |||| 1
C-T-T-A-A-G C-T-T-A-A G -LLL
: 4
mA-A-G-C-T-T-m mA A-G-C T-Tﬂ-r
Hindlll |: E E E E E — E i Haemophilus influenzae Rd
-LLLT-T-C-G-A-A'LUI mT-T C-G-A A'Ll-L
* }
-'-l-r' G-GAT-C-C e T G-AT-C-C o
BamHI |: I: ': |: |: E e i ': Bacillus amyloliquefaciens H
LlLlil TA_G;C.LLL dellécrac ¢ el
T-+C-G-A -m T C-G-A
Tagl Tl' ll ll E ;' E ,: Il : ll II ——— i E Thermus aquaticus
A-G-C-T -u-LA-G-C 1F
4
'
AG-C-T Trr A-G C-T -n-r
Al IFiEInl ': E l{ :’ I ll } ll e E i E :' Arthobacter luteus
Ll IT—C-G—A | MT-C G.Am
4
oo ST
Haelll P :' I: :' E—'—[ I = = = Haemophilus aegypticus
WL L UL heeiala)s
4
'
-'-I-r T-G-G-C-C-A m m T-G-G C-C-A m
Ball E E E I: E E — E i i i E i Brevibacterium albidum
'LLL A-C—C;G-G-T ILJ-L -LLJ' A-C-C G-G-T JJ-L
*C-A-T-ler 'm G A'T'Cm
MREE — Staphylococcus aureus 3A
Sau3Al et R
LLLLE 1A Gl Lllcrac AL
4

Sekil 2.7 En sik kullanilan restriksiyon endoniikleazlardan bazilari i¢in tanidig1 diziler
ve olusturdugu uglar (Klug v.d., 2011, s.459)

Restriksiyon enzimlerine bakildiginda 5’—3’ ve 3°’—5” yoniinde ayn1 sekilde okunan,

palindromik diziler oldugu goriiliir. Restriksiyon enzimleri DNA’y1 keserken; simetrik,

kiit veya asimetrik, yapiskan uglar olustutur. Ornegin, Ball ve Alul ; DNA’y1 tanima

dizisinin ortasindan, basit, simetrik iki pargaya boler ve kiit uglar olusturur. EcoRI ve
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HindIII enzimlerinin kesiminde ise; iki DNA ipligi de ayn1 pozisyondan kesilmez, her bir
uctan bir veya birkag niikleotid uzunlugunda tek zincirli kuyruklar1 olan, yapiskan uglu

fragmentler olusur.
2.4 DNA Dizileme

DNA yapist lizerine yapilan ¢alismalardan, Watson ve Crick’in 1953 yilinda DNA’nin
yapisini kesfetmesiyle ve diger benzer arastirmalarla birlikte DN A ’nin niikleotid dizisinin
belirlenmesi lizerinde ¢alismalar hiz kazanmistir. DNA’nin yapisinin aydinlatilmasindan
12 y1l sonra 1965 yilinda ilk kez Holley ve ark. maya hiicresinin 77 niikleotidlik alanin
tRNA poliniikleotidinin niikleotid dizisini ortaya koymuslardir. Kullandiklar1 yontem ¢ok
fazla is gilicii ve zamana ihtiyag duysa da 10 yil icerisinde 100’den fazla tRNA
molekiiliiniin niikleotid dizilemesi tamamlanmustir. (Lilian T C Franga, 2002) Bu siireg
DNA’y1 olusturan niikleotidlerin dizilenmesi i¢in yeni yontemlerin gelistirilmesine dncii

olmustur. (Kizmaz v.d, 2017)

DNA dizileme teknikleri; ilk olarak 1977°de, 2 farkli yontemle kullanilmaya baglamistir.
Ilerleyen siirecte, DNA’nin dizilenmesi igin literatiire; gelisen bilimsel bilgi ve
teknolojinin de etkisiyle otomatize sistemler, yeni nesil dizileme teknolojileri, 3. nesil

dizileme teknolojileri gibi bir ¢ok yontem kazandirilmistir.
2.4.1 Maxam-Gilbert Kimyasal Yikim Yontemi

Maxam ve Gilbert (1977) DNA’nin bazlara 6zgiil kimyasallarla modifikasyonuna ve
modifiye edilmis DNA’nin elektroforezle ayrimina dayanan kimyasal ayrisim yontemini
gelistirmislerdir. Bu yontem ile son niikleotidi bilinen zincirler elde edilir. Maxam-
Gilbert metodunda baslangi¢ materyali; 5° ucu radyoaktif fosfor ile isaretlenmis, ¢ift
zincirli DNA molekiiliidiir. Dimetilsiilfoksit (DMSO) eklenerek DNA 90 °C’de denature
edilir. Denatiire edilen DNA elektorforeze tabi tutulur.
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Sekil 2.8 Maxam-Gilbert radyoaktif fosfor isaretleme ile DNA dizileme yontemi

Zincirlerden piirin niikleotidlerince zengin olan, daha agir oldugundan jelde daha yavas
ilerler. Boylece iki zincir birbirinden ayrilmis olur. Zincirlerden bir tanesi jelden

saflagtirilir. Saflastirilan zincir; 4 farkli reaksiyonda, farkli ajanlarla muamele edilir.
G reaksiyonu:

DNA dimetilsiilfat ile muamele edilir. Dimetilsiilfat G bazinin piirin halkasina bir CH3
grubu ekler. Bir sonraki asamada ortama eklenen piperidin; metillenmig piirin halkasini

uzaklastirir ve DNA zincirini keser.

G Reaksiyonu
Dizilenecek molekiil

w@lllqlllqllll
1 Dimetil Siilfat

lyle
Oorrrrr 7 G G n G
llVle
S GGG
lyle
O rrrr 8 G G

l Piperidin

°I_I_I_I_I_I_Iﬂﬂ_lﬂ'(.-; o R e T B S R
°WY_I_I_I'_I_T_T§1_I_TG.; Frr.TrrTTrTYVT
°Illllllllll(-;ﬁ_rqmq Trrr

Sekil 2.9 Maxam-Gilbert yonteminde 6rnek G reaksiyonu

A ve T bazlarinin kesim reaksiyonlar1 icin kimyasal gelistirmede problemler

yasandigindan 4 baz icin kimyasal reaksiyonlar; G, A+G, C ve C+T seklinde
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kurgulanmigtir. DNA zinciri; bazik ortamda G bazindan kirilirken, asidik ortamda A
bazindan kirilir. Hidrazin; DNA zincirini hem C hem T bazindan kirar. Ancak yiiksek

tuz derisimi ve bazik ortamda hidrazin ile muamele DNA’y1 C bazindan kirar.

Bu 4 farkl1 reaksiyon poliakrilamid jelin kuyularina ayr1 ayrn yiiklenerek olusan bantlar

ile DNA dizisi okunur.
2.4.2 Sanger Dizileme

Zincir sonlanmasi1 metodu, 1977 yilinda Fred Sanger ve arkadaglar1 tarafindan
gelistirilmis bir yontemdir. Bu metod otomatize edildigi i¢in kisa silirede cok yaygin

kullanima ulagmistir.

Sekil 2.10 Sanger dizileme cihazi

Baslangig materyali; dizilenecek DNA nin tek zincirli kopyalaridir. ilk olarak her zincirin
belirli bir noktasina komplementer, primer gorevi gorecek oligoniikleotid dizileri
baglanir. Bir DNA polimeraz, ¢ok sayida dNTP ve az sayida, farkli floresanlarla
isaretlenmis ddNTP’ler (dideoksi niikleotid) ile polimerizasyon reaksiyonu baglatilir.
DNA polimeraz ANTP ve ddNTP arasinda ayrim yapmaksizin reaksiyonu gerceklestirir.
ddNTP’ler 3” ucunda —OH grubu yerine —H bulundurduklarindan, kendisinden sonra

gelen baz ile fosfodiester bagi kuramaz ve zincirin polimerizasyonunu sonlandirirlar.
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dNTP-deoxynucletide ddNTP- dideoxynucletide

Sekil 2.11 ANTP ve ddNTP yapilari

Polimerizasyon reaksiyonu sonucu DNA karisimi poliakrilamid jele yiiklenerek farkli
uzunluktaki DNA molekiillerinin ayrimi saglanir. Ayrimi yapilan pargalar bir floresan
dedektoriinden gecirilerek yapilan 1s1manin rengine gore zincirin sonundaki baz

belirlenir. DNA dizisi bu sekilde ortaya konur.

ddA @ ddc @
ddT @ ddG @)

Farkli floresan ile isaretlenmis dNTP'ler

1 Dizileme reaksiyonu

ddT @

ddA @
ddA @

—_—ddG @ § E——
ddC ’ L oruntuieme sistemi

ddc @
e AdAG @

TAAGCCG

Sekil 2.12 Sanger Dizileme

Teknolojik gelismelerle birlikte zincir sonlanma metodu, kapiller elektroforez sistemi ile
otomatize edilmistir. Yeni nesil dizileme teknolojisi ortaya ¢ikana kadar en yaygin
kullanilan DNA dizileme yontemi olmustur. Giiniimiizde hala, yeni nesil dizileme

teknolojisine alternatif olarak kullanildig1 durumlar vardir.
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i 3
CTGTGTGAAATTGTTATCCGC  TCACAATTCCACACAACATACGAGCCGG AAGCATA

110 120 130 140 150 160

Sekil 2.13 Sanger dizileme ¢iktisi

2.4.3 Pirodizileme

1988 yilinda Ronaghi ve arkadaglar1 tarafindan gelistirilen bir yontemdir. Zincire tek
niikleotid eklenmesi yontemi ile dizi analizi yapilmaktadir. Kalip DNA zinciri
cogaltilirken yapiya eklenen niikleotidler belirlenebildiginden real-time sekans okumayi
saglayan bir yontemdir. Bu yontem fragman ayrimi gerektirmediginden; zincir sonlanma

ve zincir yikimi yontemlerinden daha hizhdir.

Sekil 2.14 Pirodizileme cihazi

Dizileme reaksiyon, PCR ile ¢ogaltilmis kalip DNA’nin tek zincirli (ssDNA) yapiya
doniistiiriilmesi ile baglar. ssDNA’ya sekans primeri hibridize olur. Dizileme DNA

polimeraz, lusiferaz, apiraz ve ATP siilfiirilaz enzimleri kullanilir.

A,T,G ve C niikleotidleri ayr1 ayr1 reaksiyona tabi tutulur. ANTP’ler sirasi ile reaksiyona
eklenir. Eklenen dNTP kalip zincire komplementer ise primerin 3’ ucu ile fosfodiester
bag1 kurar. Bu reaksiyon sirasinda agiga ¢ikan pirofosfat (Ppi) ortama salinir. A¢iga ¢ikan
Ppi, ATP siilfirilaz enziminin katalizlemesi ile ATP’ye cevrilir. ATP ise lusiferin —

oksilusiferin doniisiimiinii saglar. ATP yardimiyla olusan oksilusiferin, ATP miktariyla
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orantilt olarak ortama goriiniir bir 151n yayar. Bu 151n kizilétesi (CCD) kamera ile
goriintiilenir ve Pyrogram adi verilen araylizde pik(tepecik) seklinde kaydedilir.

Pyrogramda olusan piklerin boylar1 eklenen niitleotid sayis1 ile orantilidir.

Son asamada ise apiraz enzimi ortamdaki ATP ve dNTP’leri yikarak eklenecek olan

niikleotidin reaksiyonuna olanak saglar.

ATP
AMP
- Sulfurylase ATP |--.

|dTTP| PPi PPi
TTTTTTIT GAATTC / —» TTTTTTIT GAATTC / —» TTTTTTIT GAATTC /
LLLEL L L Lt LLLLLE il INEEERNE RN AN NN R AN,
v luciferase ACCATGCG
@ + D-luciferin— |uciferine- 4+ O, 1 ' '
AMP l l l
Light
luciferase
@ luciferine- —— luciferase + oxiluciferin + + Co+ f—>|/
AMP 1 Nucleotide 10

Sekil 2.15 Pirodizileme yontemi
2.4.4 Yeni Nesil Dizileme (NGS)

Sanger dizileme yontemi; insan genomu, belirli hayvan genomlar1 ve bitkilerin tiim
genom dizilenmesine olanak saglamistir. Sanger dizileme yiiksek giivenilirlik ile uzun
dizilerin okunmasina olanak tanir. Ancak daha kapsamli bir dizileme yapilmak
istendiginde; yiiksek maliyet ve uzun bir zaman gerektirir. 1990 yilinda baslayan Insan
Genom Projesinde karsilagilan zorluklar nedeniyle; bilim insanlari, kisa siirede daha fazla
bolgenin dizilemesini yapabilen, daha diisiik maliyetli ve dogruluk orani daha yliksek
yeni yontemler lretmeye ihtiyag duymuslardir. Bu ihtiyaglar dogrultusunda yapilan
calismalar sonucunda Sanger dizileme yontemi yerini Yeni Nesil Dizileme (NGS) olarak
adlandirilan daha gelismis yontemlere birakmigtir. NGS teknolojisi; DNA parcalariin
klonlanmasina ihtiya¢ duyulmadan amplifiye edilmis tek zincirli DNA’nin dizilenmesine
olanak saglamis ve 25-500 baz araliginda degisen kisa DNA dizileri olusturularak, birkag
yiiz milyon ile birkag milyar araliginda bazin okunmasini gerceklestirilebilmistir. NGS
teknolojisinin temelinde dizilenecek DNA, restriksiyon endoniikleazlar ile fragmanlara
ayrilir, bu fragmanlarin ucuna baglanan adaptor dizileriyle genomik kiitiiphaneler

olusturulur. Olusturulan kiitiiphaneler amplifiye edilir ve kullanilacak teknolojiye gore
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dizilenir. Son on y1lda NGS teknolojisi kapasitesini 100-1000 kat arttirmis ve gliniimiizde
hala arttirmaya devam etmektedir. (Kircher v.d., 2010)

Yeni nesil dizileme yontemleri; sentez yoluyla dizileme, ligasyon yoluyla dizileme ve tek
molekiil dizileme olmak iizere ii¢ ana gruba ayrilir. Bu yontemsel farkliliklar; okuma

uzunlugu, verim, hata orani gibi parametrelerde degisiklik gostermektedir.

2.4.4.1 Sentez Yoluyla Dizileme

Sentez yoluyla dizileme prensibinde, uygun biiyiikliikkteki DNA fragmentlerine dizisi
bilinen oligoniikleotidler (adaptor dizileri) baglanir. Adaptor baglanan bu fragmanlar,
dizilemede floresan sinyalini arttirmak i¢in amplifiye edilir. Amplifiye edilen kiitiiphane,
flow cell adi1 verilen kat1 bir membrana sabitlenirek dizileme islemi baslatilir. DNA
dizileme sirasinda yeni ipligin sentezi i¢in DNA polimeraz kullanilir. Sentez yoluyla
dizileme prensibine dayanan fakat; DNA fragmanlarini okuma uzunlugu, fragmanlarin
amplifikasyonu ve flow celle ligasyonu agisindan farklilik gosteren ii¢ farkli metod
vardir. Bunlar 454 GS20 pirodizileme, illumina ve fon Torrent metotlaridir. Sentez
yoluyla dizileme metodu; dongiisel tersinir sonlandirma(CRT) ve tek niikleotid

ekleme(SNA) yontemlerini temel alir.

e Roche 454 GS (Pyrodizileme)

Roche firmasinin ¢ikardigi 454 GS genom dizileme cihazi; SNA yontemine dayali, 2005
yilinda piyasaya siiriilen ilk NGS platformu olarak bilinir. 1988 yilinda Ronaghi ve
arkadaglarinin DNA sentezi sirasinda serbest kalan pirofosfat ile DNA dizileme stratejisi
olan pirodizilemeyi temel alan bir yontemdir. Bu platformda; NGS i¢in kiitiiphane
hazirlamanin ilk basamagi olarak DNA restriksiyon enzimleriyle fragmente edilir,
uglarma dizileri bilinen oligoniikleotidler eklenir ve denature edilir. 454 teknolojisinde
hazirlanan bu kalip DNA fragmanlari streptavidin beadlere tutturularak emiilsiyon PCR
teknigi kullanilir. Emiilsiyon PCR’da hep streptavidin beadi ayr1 bir emiilsiyon damlacigi
tarafindan tutulur. Amplifikasyon islemi bir bead {izerine tutunan DNA fragmanlarinin
tamamim kapsar. Bu sayede bir bead iizerinde 107 klonal kopya iiretilir. (Dénmez v.d.,
2017) Cok sayida DNA kopyasi iceren bu beadler pikotiter plate iizerine baglanir.
Dizileme isleme pirodizileme mantig1 ile bu plateler {izerinde, es zamanli olarak

gerceklesir. Roche 454 700 bg¢ uzunlugunda okumalar yapabilir.
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Sekil 2.16 Emiilsiyon PCR (Ivone U. S. Leong, 2014)

e illumina

CRT yontemiyle DNA dizilemeye olanak saglayan Illumina sistemi, 2006 yilinda
ticarilestirilerek NGS platformlari arasina girmistir. Gliniimiizde de NGS alaninda 6nemli

bir pazar payina sahiptir. (Goodwin v.d., 2016)

[llumina teknolojisinde kiitiiphane hazirlamada ilk adim, dizilenecek DNA’nin
restriksiyon endoniikleazlar ile kesilmesidir. Restriksiyon enzimleriyle kesim sonrasi
olusan cift iplikli DNA fragmanlarinin uglarma dizisi bilinen oligoniikleotidler (adaptdr)
eklenir. Ardindan ¢ift iplikli ve adaptorlerle isaretlenmis DNA fragmanlart denatiire
edilerek tek iplikli hale getirilir. Olusturulan kiitiiphane; {izerinde ¢ok sayida
oligoniikleotid dizisi sabitlenmis, flow cell ad1 verilen kat1 bir membran iizerine yiiklenir.
Tek iplikli DNA fragmanlarinin uglarindaki adaptor dizileri, flow cell tizerindeki
komplementer oligoniikleotid dizisi ile hibridize olur. Daha sonra hibridizasyonu

gerceklesmeyen DNA fragmanlar1 uzaklastirilir.
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-
—
Reduced-Cycle
¥ pcrAmp
|
=
N
¥
2 TR

Sekil 2.17 Illumina kiitiiphane hazirlama asamalari
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Sekans igleminden Onceki son asamada, dizileme sirasinda bir fragmandan alinacak
sinyali arttirmak i¢in flow cell lizerine baglanan DNA dizilerinin koprii amplifikasyonu
ad1 verilen teknik ile amplifikasyonu gerceklestirilir. Flow cell {izerinde koprii
amplifikasyonu ile olustutulan koloniler her bir kalip DNA’nin yaklasik 1000 adet
kopyasi1 igerir. Koloniler sentez-dizileme yaklasimi ile kitlesel paralel bigimde,
modifiye DNA polimerazlar ile dizilenir. Dizileme isleminde kullanilan modifiye DNA
polimerazlar adaptdr dizilerine baglanarak polimerizasyonu baslatir. Her dongiide flow
cell, 4 farkl floresanla isaretlenen ve 3’OH ucuna bloke edici grup eklenen dNTP
karisimi ile muamele edilir. Her kolonide sentezlenen yeni zincire dANTP’ler eklendikten
sonra eklenen dNTP’nin tayini i¢in flow cellin goriintiisii alinir. Floresan ve bloke edici

grup cikarilarak bir sonraki dongii baslar.

Template binding
Free templates hybridize
with slide-bound adapters

Bridge amplification Cluster generation

Distal ends of hybridized templates After several rounds of
interact with nearby primers where amplification, 100-200 million
amplification can take place clonal clusters are formed

Patterned flow cell
Microwells on flow cell
direct cluster generation,
increasing cluster density

Sekil 2.18 Illumina koprii amplifikasyonu (Goodwin v.d., 2016)

Nucleotide addition Imaging Cleavage
Fluorophore-labelled, terminally blocked Slides are imaged with either two or Fluorophores are cleaved and washed
nucleotides hybridize to complementary four laser channels. Each cluster from flow cells and the 3'-OH group
base. Each cluster on a slide can emits a colour corresponding to the is regenerated. A new cycle begins
incorporate a different base. base incorporated during this cycle. with the addition of new nucleotides.

Sekil 2.19 Illumina dizileme agsamalar1 (Goodwin v.d., 2016)
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e Jion Torrent

fon Torrent, optik bir okumaya sahip olmayan NGS platformudur. Temeli tek niikleotid
amplifikasyonu ile sentez-dizileme metoduna dayanir. Bu sistemde dizileme i¢in gerekli
olan sinyal, DNA’nin yeni ipliginin sentezi sirasinda ortaya ortaya ¢ikan H+ iyonlarindan

saglanir.

Roche 454 GS teknolojisindeki gibi streptavidin bead bazli DNA kiitiiphanesi hazirliginin
ardindan; hazirlanan her bir bead, sekansin gerceklesecegi platein ayri ayn
mikrokuyularina yerlestirilir. Her bir mikrokuyuya tek ¢esit ANTP’ler eklenir ve standart
bir sentez reaksiyonu gerceklesir. Sentezlenen yeni zincire her dNTP eklendiginde,
ortama tek bir H+ iyonu salinir. Her bir H+ iyonu salinimi, dizileme sistemine entegre
edilen bir tamamlayict metal oksit yari iletken (CMOS) ve iyona duyarli transistor
(ISFET) tarafindan tespit edilen, pH'ta 0,02 birimlik bir degisiklikle sonuglanir. Yeni
sentezlenen zincire eklenen her bir ANTP’den sinyal alindiktan sonra mikrokuyular
yikanarak ortama bir sonraki ANTP gonderilir. Hipersensitif iyon sensorleri tarafindan
tespit edilen pH degisikligi, baglanan niikleotidlerin sayisiyla tam orantili degildir. Bu
nedenle homopolimer bolgelerin dizilenmesinde Ion Torrent sistemi kisitli dogruluk

saglar.
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Single nucleotide addition
Only one dNTP species is

Semiconductor sequencing present during each cycle;

As a base is incorporated, a single several identical dNTPs can be
H' ion is released, which is detected incorporated during a cycle,
by a CMOS—ISFET sensor increasing the emitted ions

S )

Sekil 2.20 lon Torrent ile DNA dizileme (Goodwin v.d., 2016)

2.4.4.2 Ligasyon Yoluyla Dizileme

Ligasyon ile dizileme metodunda, floresan ile isaretlenmis, degisken uzunluktaki
oligoniikleotid dizileri (prob-capa yapisi) kullanilir. Prob-¢apa yapisindaki problar; bir

veya iki bilinen baz ve kalan kismi dejenere baz kodlar. Capa kismi ise kiitliphane
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hazirlanirken kullanilan adaptor dizilerine komplementer, bilinen bir diziyi kodlar.
Restriksiyon enzimleriyle kalip DNA’dan meydana gelen fragmanlar prob-¢apa yapisina
hibridize olabilecek, koplementer dizili adaptorler ile isaretlenir. Flow celle yiiklenen
kiittiphane, DNAligaz varlifinda prob-gapa yapisinin c¢apa kismi ile adaptor dizisi
hibridize olur. 4 farkli bilinen baz igeren prob farkli floresan ile isaretlenmistir. Kalip
DNA’ya sirastyla baglanan problarin yaptigi i1simalarin optik sistem tarafindan
algilanarak bu dongii farkli prob setleri kullanilarak tekrarlanir. Boylece dizilenmek

istenen DNA ’nin dizisi belirlenir.

Ligasyon yoluyla dizilemede ABI/SOLID ve Complete Genomics’in temelini olustudugu
DNB sekanslama teknolojileri mevcuttur.

e ABI/SOLID

Life Technologies’in 2008 yilinda piyasaya siirdiigiic SOLID (Sequencing by
Oligonucleotide Ligation and Detection) dizileme teknigi; emiilsiyon PCR ile hazirlanan
kiitiiphanede kalip DNA’ya komplementer diziyi uzatmak icin bir dizi prob-capa

ligasyonu, goriintiileme ve boliinme dongiilerinden olusur.

ia
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Template binding Primer walking

Free DNA templates hybridize dsDNA is partially denatured,

to bound primers and the allowing the free end to

second strand is amplified hybridize to a nearby primer
“l”ﬂ““ !'WWWU

Template regeneration Cluster generation

Bound template is amplified After several cycles of

to regenerate free DNA amplification, clusterson a

templates patterned flow cell are

generated

Sekil 2.21 ABI/SOLID teknolojisi ile DNA dizileme (Goodwin v.d., 2016)

Emiilsiyon PCR ile hazirlanan kiitiiphane flow cell {lizerine aktarilir. Bu sistemde her
floresan 4 diniikleotidi isaretlemek kosuluyla, 4 farkli floresan ile isaretli, toplamda 16
farkli diniikleotid kombinasyonu kullanilir. Flow cell iizerinde, beadlere bagli amplifiye
edilmis kalip DNA’ya bu problarin ligasyonu ile yapilan 1sima optik sistem tarafindan

algilanir. Her bir ligasyon sinyali, datanin analizinde birkag olasi dintikleotide karsilik
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gelir.Bu sebeple ham data bilinen bir niikleotidin eklenmesiyle dogrudan iliskili degildir.
Dizi analizindeki niikleotidlerin identifikasyonu ard arda gerceklesen iki ligasyon

reaksiyonunun renk analizine gore yapilir.
e Complete Genomics, BGI, MGI (DNB Teknolojisi)

2006 yilinda kurulan Complete Genomics, 2013 yilinda Cin’in en biiyiik biyoteknoloji
sirketi olan BGI tarafindan satin alinmistir. Complete Genomics, BGI veya BGI'1n alt
kurulusu olup Tiirkiye pazarinda son 3 yildir var olan MGI firmalarina ait dizileme

cihazlari, dizilemede DNA’y1 son olarak nanoball (DNB) formuna getirir.

Sekil 2.22 DNA’nin nanoball (DNB) formu

Kiitliphane hazirlamada ilk olarak DNA restriksiyon endoniikleazlarla istenilen boyda
fragmanlara ayrilir. Olusturulan bu fragmanlarin ucuna dizisi bilinen oligoniikleotidler
(adaptorler) eklenerek kiitliphane amplifiye edilir. Ardindan, ¢ift iplikli ve lineer DNA
fragmanlari; tek iplikli ve sirkiiler (ss-cirDNA) forma getirilir. Olusturulan her ss-
cirDNA kalip olarak kullanilarak, dizileme sirasinda her bazdan alinan sinyali arttirmak
igin; 350-500 bp’den olusan tek iplikli ve sirkiiler yapidaki DNA fragmanlari, RCA ile

DNB formuna doniistiiriiliir.
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dsDNA

ssDNA
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Complementary
pairing to splint oligo ssCirDNA
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mmsm  Blank

= Insert

Sekil 2.23 ss-cir DNA yapist

Olusturulan DNB’ler, tizerindeki (+) yiiklii spotlara yerlesmek tizere flow celle yiiklenir.
Kombinasyonel prob-¢apa ligasyonu (cPAL) veya kombinasyonel prob-¢apa sentezi
(cPAS) yoluyla dizileme gergeklestirilir. 4 farkli baz i¢in, 4 farkli florofor ile isaretli
bilinen tek bir baz ve dejenere bazlardan olusan problar kullanilir. Dizileme sirasinda
uygun problar, ¢apa diye adlandirilan bdlgeleri sayesinde, kiitliphanedeki adaptor
dizilerini tantyarak ligasyon ile birlesirler. Hibridize olan problar floresan bir 11ma yapar.
Bu sebeple her dongiide yiiksek ¢oziiniirliiklii kameralar ile flow cellin goriintiisii alinir.
Ardindan prob ve ¢apa yapisi ¢ikarilir ve bir sonraki dongii baglar. DNB teknolojisinde
dizileme, dizileme stratejesine gore tek ve ¢ift yonlii olarak yapilabilir. Ayn1 zamanda

DNB teknolojisi ile dizileme 50 bp ile 400 bp araligindaki okumalara olanak saglar.

Sekil 2.24 DNB’lerin Flow Cell iizerindeki baglanma noktalari

2.4.4.3 Tek Molekiil Dizileme (PacBio, Oxford Nanopore)

Tek molekiil dizileme teknolojisi “ligiincii nesil dizileme’ olarak da adlandirilir. NGS
teknolojisinde ¢ift yonlii, kisa okumalar genomlarin uzun tekrar bolgeleri, kopya sayisi

degisikliklerinin analizinde yetersiz kalmistir. Bu teknolojideki yontemler, tek bir DNA
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molekiiliinden yeni ipligin sentezinde kimyasal liiminisans yoluyla sinyal belirlenerek
DNA dizisini ¢ikt1 olarak verir. Tek molekiil dizileme teknolojisi, diger NGS
platformlarina gore daha diisiik miktarda baslangic materyali ile daha kolay 6rnek

hazirlamaya olanak saglar.

Tek molekiil dizileme teknolojisi birkag kilobazdan fazla bolgenin dizilenmesine olanak

saglar. Uzun okumalar ayni zamanda transkriptomik arastirmalar i¢in de kullanilir.
e Pacific Bioscience

Tek molekiil dizileme platformlarindan en yaygm kullanilan, 2010 yilinda Pacific
Bioscience tarafindan gelistirilen, ger¢ek zamanl dizileme (SMRT) teknolojisidir. Bu
teknolojide binlerce pikolitre kuyusu olan 6zel bir akig hiicresi kullanilir (zero-mode
waveguide ZMW). PacBio teknolojisinde DNA polimeraz ZMW igerisinde
sabitlenmigtir. DNA dizilemesi i¢in kalip DNA polimeraz ile baglanir. 4 farkli floresanla
isaretli ANTP ile yeni zincirin sentezi gerceklestirilir. Yeni ipligin sentezi sirasinda her
bir ANTP eklendiginde yayilan 1518in rengini ve siiresini kaydeden lazer ve kamera

sistemi ile anlik olarak kaydedilerek gercek zamanli olarak gorsellestirilir.

SMRTbell template
Two hairpin adapters
allow continuous
circular sequencing

ZMW wells

Sites where
sequencing
takes place

Labelled nucleotides
All four dNTPs are
labelled and available
for incorporation

Modified polymerase
As a nucleotide is
incorporated by the
polymerase, a camera
records the emitted light

PacBio output

A camera records the changing
colours from all ZMWs; each
colour change corresponds to
one base

Sekil 2.25 Pasific Bioscience yontemi ile DNA dizileme (Goodwin v.d., 2016)
e Oxford Nanopore

Oxford Nanopore teknolojisi ilk olarak 2014 yilinda piyasaya siiriilmiistiir. Diger

dizileme platformlarindan farkli olarak; bir kalip DNA dizisinin komplementer dizisini
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okuyan niikleotidlerin birlesmesini veya problarin hibridizasyonunu igermez. Diger
platformlar bir sinyal olarak; 151k, renk veya pH kullanirken nanopor dizileyiciler tek bir
sSDNA molekiiliiniin a-heptamerik (aHL) por boyunca dizisini dogrudan tespit eder. aHL
por 100 mV"n iizerindeki voltaji tolere edebilir 6zellige sahiptir. DNA baslangigta 8—10
kb'ye parcalanir. Ardindan elektrik akim altinda nanopordan gegirilir. DNA nanopor
boyunca yer degistirirken, voltajda karakteristik bir kayma gozlemlenir. Kaymanin
biiyiikliigii ve siiresi dahil olmak tizere ¢esitli parametreler kaydedilir ve belirli bir k-mer
dizisi olarak yorumlanabilir. Bir sonraki baz nanopora gegerken, yeni bir k-mer voltaji

modiile eder ve tanimlanir.

Leader-Hairpin template
The leader sequence interacts
with the pore and a motor
protein to direct DNA,

a hairpin allows for
bidirectional sequencing

Alpha-hemolysin
A large biological pore
capable of sensing DNA

Current

Passes through the pore
and is modulated as
DNA passes through

ONT output (squiggles)
Each current shift as DNA
translocates through the

pore corresponds to a
particular k-mer

Mean
Signal
(pA)

o
~
w
IS

Time (seconds)

Sekil 2.26 Oxford Nanopore teknigi ile DNA dizileme (Goodwin v.d., 2016)

2.5 NGS ile Uretilen Datalarin Kalite Degerlendirmeleri

Yiiksek verimli yeni nesil dizileme cihazlari, fastq dosya formatinda ham data olusturur.

Olusturulan bu ham data, biyoinformatik tekniklerle islenerek analize hazir hale getirilir.
Dizileme sirasinda; kimyasal reaksiyonda, cihazin mekaniginde veya kiitiiphane
hazirlama siirecinde laboratuvar kisminda meydana gelebilecek hatalar datalarin
kalitesini dogrudan etkiler. Bu siirecte biyoinformatik analizlerin her bir basamagindan
sonra datalarin kalite degerlendirmesi yapilip, yeterli kalitede olmayan datalar i¢in bir

sonraki asamaya gecilmemelidir. NGS ham datalarinin dogru analiz edilmesi,

26



biyoinformatik siireciyle dogrudan baglantili oldugundan biyoinformatik stirecte

datalarin kaliteleri iyi degerlendirilmelidir.

2.5.1 Data Boyutu

Dizileme sonrast NGS platformunun tirettigi data boyutu (GB cinsinden) birebir iliskili
olmasa da, datanin kalitesiyle alakal bir fikir vermektedir. Data boyutunun birebir kalite
ile iliskisi olmasa da laboratuvar deneyimiyle birlikte datanin kalitesi hakkinda fikir
yiiriitiilebilir. Ornegin; FFPE (parafine gomiilii doku) numunesinden yapilan biz
dizilemede data boyutunun beklenenden fazla olmasi, datanin duplikasyon oraninin fazla

oldugunu gosterir. Bu da analiz sirasinda yanlis degerlendirmelere sebep olabilir.

2.5.2 Datamin Derinligi

Derinlik (coverage), bir pozisyondaki niikleotidin toplam okunma sayisini ifade eder.
Ortalama derinlik degeri ise, okunan her bir niikleotidin toplam hedef dizinin uzunluguna
boliinmesiyle bulunur. Datanin derinligi ‘x’ olarak belirtilir. Dizilerin derinligi
biyoinformatik analizlerle belirlenebilecegi gibi, dizilemede elde edilen verilerin
goriintiilenmesi amaciyla gelistirilmis IGV (integrative genome viewer) programinda da
goriilebilir.

&

File Genomes View Tracks Regions Tools Help

Human (GRCH37/hg19) v | chug ~ chrd:19,809,295 19,309,337 o B 4« » PO x| Sl =

| — _]7-_EI ! I N BN N B I N N I |
P22 P22 P2 pald PILZ3 pILL @izl qlzd q1z3  qidd o g2z g2l 70 G223 GzR2  Q24ll geadd  a2az7 a24.3

- a10p -
19.808.300 bp 19,508,310 bp 18508320 by 15409.330 bp
1 L 1 L
& 59acts. 1 X

3
49501 bam Caversge chr8:19.809.310

Total count: 4638
A 14632 (100%, 2272+, 2360- )
o

SHac1514900-1 bam INS:0

=[[A 6 T T G 6 G T @ C C A|[A|A A € T T 6 T 6 G C C G € € C T 6 T A C A A G A G A G |a
LR

1 tiacks loaded [l che-ia 505 336 1l Jeamorsan |

Sekil 2.27 DNA dizileme sonucu elde edilen bir datanin IGV goriintiisii

Sekil 2.27° de insan genomunun 8. kromozomunun, 19.809.310 koordinatinda A bazinin

okunma sayisi, derinligi 4638x olarak IGV’de gosterilmistir.
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2.5.3 FastQC

Fastq dosyalariin kalitelerinin degerlendirilmesi i¢in bir¢ok algoritma gelistirilmistir.
Yapilacak analizin 6zelligine gore farkli algoritmalar (FaQCs, FastQC, FASTX-Toolkit
ve PRINSEQ-lite) kullanilsa da, insan gDNA’sinin gen kodlayan bolgelerinin analizinde
en ¢ok FastQC algoritmasi tercih edilir.

FastQC, yiiksek verimli yeni nesil dizileme verilerindeki potansiyel sorunlar1 tespit etmek
i¢in tasarlanmus bir algoritmadir. FastQC, bir ya da birden fazla fastq dosyasi tizerinde bir

dizi analiz ¢alistirarak, dizilemenin kalitesini gosteren sonuglar1 6zetleyen bir rapor tiretir.

FastQC, datalarin temel kalite kontroliinti 10 farkli kriter iizerinden yapar. Her parametre,
referans degerlerinden sapma oranina bagl olarak yesil ile basarili, turuncu ile uyari veya

kirmizi ile basarisiz olarak belirtilir.

gFastQC Report

Summary

@ Basic Statistics

Per base sequence quality

Per tile sequence quality.

Per sequence quality scores

Per sequence GC content

Per base N content

Sequence Length Distribution

Sequence Duplication Levels

o
&
VE
@Per base sequence content
%
ez vosen conen
%
%

Overrepresented sequences

@mpter Content

Sekil 2.28 Ornek bir FastQC raporu

FastQC raporunda analizi yapilan kalite parametreleri asagida belirtildigi gibidir:
e Her Bazin Sekans Kalitesi

Bu parametre, dizileme verisindeki tiim pozisyonlar: icerir. Dizideki her bazin kalite
degerleri araligina genel bir bakis saglar. Her pozisyon icin bir kutu grafigi seklinde
gorsellestirilmistir.
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Sekil 2.29 Ornek bir her bazin sekans kalitesi raporu

Grafigin x ekseni bp cinsinden pozisyonu belirtir. y ekseni ise; cok kaliteli okumalar
(yesil), makul kalitede okumalar (turuncu) ve kalitesiz okumalar (kirmiz1) olmak tizere 3

bolgeye ayrilarak datanin kalite puanini gosterir.

Her NGS platformunda datalarin kalitesi okunan fragmanin sonuna dogru bir diisiis
gosterir. Bu sebeple grafigin sonlarinda turuncu alana dogru goriilen diisiisler direkt

olarak datanin toplam kalitesiyle iligkilendirilemez.
e Flow Cellin Koordinatlarina Gore Sekans Kalitesi

Bu parametre, dizileme sirasinda flow cellin fotografi ¢ekilen her bir koordinatinin (FOV)
kalitesini gosterir. Sekil x ve y grafiklerine bakilarak flow cellin belirli bir bolgesinde

kalite kayb1 olup olmadig: anlasilabilir.

Grafikteki y ekseni; flow cellin FOV numarasini, x ekseni ; okumalarin konumunu

gosterir.
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@Per tile sequence quality

Duality per tile

1
12345678910 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30 32 3 86 a3 40

Position in read (bp)
Sekil 2.30 Flow Cellin koordinatlarina gore sekans Kalitesi iyi bir dataya 6rnek grafik

aPer tile sequence quality

Quality pertile

12234567 8910 1z 14 16 18 20 22 24 26 28 30 3z 34 36 32 40
Pasition in read (bp)

Sekil 2.31 Flow Cellin koordinatlarina gore sekans kalitesi kotii bir dataya 6rnek grafik

Grafikteki gosterim, her karo icin ortalama kaliteden sapmay1 ifade eder. Grafikteki
renkler kaliteyi belirtir. Mavi, ortalama kaliteyi gosterirken mavi disindaki renkler o

konumdaki dizileme kalitesinin ortalamadan farkli oldugunu temsil eder.
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Bu grafikte verilen uyar1 veya hatalar; flow cell iizerinden gegen reaktiflerde olusan
kabarciklar gibi geci¢ci sorunlardan kaynaklanabilirken, flow cellin belirli
koordinatlarinda olusan kimyasal birikintiler veya c¢ok yiiksek yogunlukta sinyaller gibi

kalic1 sebepler de olabilir.

e Dizi Basina Kalite Puam

Dizi basina kalite puani raporunda; her bir konumun ayr1 ayri kalitesini géstermek yerine,
her okumanin ortalama Phred puani kiimiilaif bir grafik tizerinden gosterilir. Grafikte x
ekseni; okuma sayisini, y ekseni; ortalama Phred puanini gdsterir. Bu parametre dizinin
ortalama kalitesi 27 nin altindaysa (%0,2°lik hata oran1) uyari, 20’nin altindaysa (%1°lik

hata orani) hata verir.

@Per sequence quality scores

QOuality score distribution over all sequences

Average Quality per read

160000
140000

120000

100000

20000

60000

40000

20000

2 3 45 6 7 8 91011121314 151617 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33 24 35 36 37 238
Mean Sequence Duality (Phred Seare)

Sekil 2.32 Dizi basina kalite puani iyi bir dataya 6rnek grafik
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@Per sequence quality scores

Quality score distribution over all sequences
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Sekil 2.33 Dizi basina kalite puani1 kotii bir dataya ornek grafik

e Her Sekanstaki Baz I¢erikleri

Bu grafik, her dizideki A,G,T,C baz iceriklerini gosterir. Her baz farkli bir renk ile ifade
edilir. Grafikteki y ekseni; bazlarin yiizdesini, x ekseni; okumadaki konumu gdsterir.
Standart kaliteli bir dizilemede, grafikteki her bazi ifade eden 4 farkli ¢izginin birbirine

paralel olmasi beklenir.

Bu parametre; herhangi bir pozisyonda A ile T veya C ile G arasindaki fark %10’dan

fazlaysa uyari, %20’den fazlaysa hata verir.
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Per base sequence content

Sequence content across all bases
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Position in read {bp)

Sekil 2.34 Her sekanstaki baz igerigine 6rnek bir grafik

Sekil 1.34’te nispeten kaliteli bir dataya ait grafige yer verilmistir. Grafigin basindaki 10-

15 bp araligindaki dalgalanma barkod dizilerinin okunmasindan kaynaklanmaktadir.

e Her Sekanstaki GC I¢erigi

Bu parametrede grafik ilizerinde, dizileme sirasinda olusturulan GC igerigi orani ile

rastgele bir dizileme ¢alismasinda teorik olarak ¢izilen GC orani karsilastirilir.
Grafikte x ekseni; okuma sayisini, y ekseni; ortamala % cinsinden GC igerigini belirtir.

Bu parametre bir dizinin GC igeriginin orani normal dagilimdan %15 fazla saptiginda

uyari, %30’dan fazla saptiginda hata verir.
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@Per sequence GC content

GC distribution over all sequences

GC count per read
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Sekil 2.35 GC igerigi agisindan kaliteli dataya 6rnek bir grafik

@Per sequence GC content

GC distribution over all sequences

GC count per read
Theoretical Distribution
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25000
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Sekil 2.36 GC igerigi agisindan kalitesi kotli dataya 6rnek bir grafik

e Her Bir Bazin N Icerigi

Yeni nesil dizileme teknolojilerinde dizileme sirasinda baz tayini yapabilmek i¢in alinan

sinyalin kalitesinin diisiik kaldig1, cihazin baz tayini yapamadigi durumlarda diziye N ad1
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verilen bir bilesen atanir. Bu parametre, her biz pozisyondaki N yiizdesini grafiksel

olarak gosterir.

Bu parametre; herhangi bir konumun N igerigi %5 ten fazla ise uyari, %20’den fazla ise

hata verir.

Okumalarin baglarinda ve sonlarinda grafikte goriilebilecek dalgalanmalar normal olarak
kabul edilir.

@Per base N content

N content across all bases
100
<0
80
70
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40

a0

20

1234567 8 910 12 14 16 18 20 22 24 26 28 a0 32 34 36 33 40
Pasition in read (bp)

Sekil 2.37 Her bazin N igerigi parametresi agisindan kaliteli dataya drnek bir grafik

e Dizi Uzunluklarinin Tiim Dizilere Dagilim

Bu parametre, analiz edilen fastq dosyasinda dizilenen fragman boyutlariin dagilimini
gosteren bir grafik olusturur. Grafikte x ekseni; okuma sayisini, y ekseni ; okuma

uzunlugunu bp cinsinden gosterir.

Dizilenen tiim fragmanlar ayni uzunlukta degilse bu parametre uyar1 verir. Grafikte

dizilerden biri sifir uzunluguna sahipse hata verir.
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@Sequence Length Distribution

Distribution of sequence lengths over all sequences
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Sekil 2.38 Dizi uzunluklarinin tiim dizilere dagilimi agisindan kaliteli dataya ait 6rnek

bir grafik
e Sekans Duplikasyon Oram

Bu parametrede, her okuma igin yineleme derecesi sayilarak, farkli yineleme
dereceleriyle okuma sayisini gosteren bir grafik olusturulur. Bu grafikte dizileme
sirasinda {retilen datanin kalitesini belirleyebilmek igin kiitiiphane hazirligindaki
amplifikasyon asamasinda olusan duplikasyonlar gosterilir. Grafikteki x ekseni;
duplikasyon ylizdesini, y ekseni; duplikasyon seviyesini gosterir. Mavi ¢izgi, amplifiye
edilen tiim dizilerin sayisini belirtir. Yiizdesi toplam okuma sayisina gore hesaplanir.
Kirmizi ¢izgi ise, amplifiye edilen farkl dizilerin sayisini ifade eder. Yiizdesi, datadaki

farkl dizilerin toplam sayisina gore hesaplanir.

Bu parametre duplike diziler toplamin%20’sinden fazlaysa uyari, %50’sinden fazlaysa

hata verir.
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@Sequence Duplication Levels
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Sekil 2.39 Sekans duplikasyon orani acisindan kaliteli dataya ait 6rnek bir grafik

Sequence Duplication Levels

Percent of seqs remaining if deduplicated 69.11%

100 % Total sequences
a0
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Sekil 2.40 Sekans duplikasyon orani agisindan kalitesi kotii dataya ait 6rnek bir grafik

e Yinelenen Diziler

Normal bir dizileme datasinda ¢ok sayida, ¢esitli dizilerin olmas1 beklenir. Datada 20 bp

veya daha uzun bir dizinin ¢ok sayida tekrariin bulunmasi; adaptér dimerlerinin veya
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kontaminasyonun varligina isaret eder. Bu parametrede, toplam dizilerin %0,1’inden

fazlasini olusturan tiim diziler listelenir.

n

< f]0verrepresented sequences

S ) B
No Hit

AGAGTTTTATCGCTTCCATGACGCAGARGT TAACACTTTE 2865 ©.5224839181558763
GATTROCGTATCCAMCE TREAGAGT TTTATCGETTCCATG 2847 ©.5178502762542754  No Hit

ATTGGCGTATCCAACCTGCAGAGT TTTATCGCTTCCATGA 2814

®

.5895019327688971 N0 HiT

COATAAAAAT GAT TGGCGTATCCAACC TGEAGAGTTTTAT 1913

®

.4839509428979134  No Hit

GTATCCAACCTGCAGAGTTTTATCGCTTCCATGACGCAGA 1879

®

.47534961850689866 No HiT

ARAAATGATTGECGTATCCAACCTGEAGAGTTT TATCGET 1848

=

LABTBA12758197325  No Hit

TGATTGGCGTATCCAACCTGCAGAGTTTTATCGCTTCCAT 1841

®

.46573637449158995 N0 HitT

AACCTGCAGAGTTTTATCGETTCCATGACGCAGAAGTTAL 1838

=

.AB447147396328753 No Hit

GATAALAATGATTGGLOTATCCAACCTOCAGAGTTTTATC 1831

[

.4632865734358651  No Hit

ATGATTGGEGTATCCAACCTGCAGAGTTTTATCGETTCCA 1779

=

.45985160794155147 No Hit

AAATGATTOOCGTATCCAACCTOCAGAGTTTTATCGCTTC 1779

[

.45985168794155147 No Hit

AATGATTGGCGTATCCAACCTGCAGAGTTTTATCGETTCE 1768

=

.4452449859343851  No Hit

AAAATOATTOGCGTATCCAACCTOCAGAGTTTTATCGLTT 1729

[

.4374826026593260 No Hit

COTATCCAACCTGEAGAGTTTTATCGETTCCATGACGEAG 1713

[

.43335492896981498 No Hit

ATCCAACCTRCAGAGT TTTATCGET TCCATGACGEAGAAG 1788

®

.A3289082044879253  No Hit

CAGAGTTTTATCGETTCCATGACGCAGAAGT TAACACTTT 1684

[

.A2881849798532476 No Hit

TGCAGAGT TT TATCGE T TCCATGACGCAGAAGT TRACACT 1668

®

.A2197B8162158128  No Hit

CAACCTGCAGAGTTTTATCGCT TCCATGACGCAGAMGTTA 1668

®

.421970E162158126 N0 HitT

TATCCAACCTGEAGAGT TTTATCGC TTCCATGACGEAGAN 1638

=

.A1235875722005221  No Hit

GTCATGLAAGCGATAAAACTCTRCAGGTTROATACGCCAS 1626

=

LAB9BZT777114487726 No Hit

AACTTCTGEGTEATGGAAGCGATAAMAETCTGCAGGTTGE 1616

=

(ABEB1SE587214993  No Hit

GCAGAGTTTTATCGCTTCCATGACGCAGAAGTTAACACTT 1588

=

.39970856691829754 No Hit

TGGCGTATCCAACCTGLAGAGT TTTATCGETTCCATGACG 1569

=

. 3U8025T78E7562082  No Hit

GOCOTATCCAACCTGLAGAGTTTTATCOCTTCCATGACGD 1542

[

.39989532298380683 No Hit

ATAAMAATGATTGGCGTATCCAACC TGEAGAGT TTTATEG 1481

=

L37466353645949265 No Hit

ACCTOCAGAGTTTTATCGCTTCCATGACGLAGAAGT TAAL 1479

[

.374157576 24828384 No Hit

ATGGAAGCGATAMACTCTGCAGGT TGGATACGECAATCA 1452

=

L3673271133958826  No Hit

GATAAMACTCTGCAGOT TOOATACGCCAATCATTTTTATC  142e

[

.359231758091517876 No Hit

COTCATGAANGEGATAMAAC TCTACAGGT TAGATACGECA 1412

[

L 3572079091708229  No Hit

ACTTETGOGT CATGGAAGCGATAMAAC TETGCAGGT TGGA 1368

=

.34887678452166524 No Hit

Sekil 2.41 FastQC raporundan 6rnek yinelenen dizilerin listesi
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3

MATERYAL-METOD/BULGULAR

3.1 Materyal-Metod

48 adet periferik kan 6rneginden Promega Maxwell® 48 otomatize sistemi ile genomik
DNA’lar izole edildi. DNA’larin miktar tayini i¢in, Invitrogen’in Qubit 4 Fluorometer
cihazi ile Promega’nin dsDNA System Ol¢ctim kiti kullanildi. Florometrik 6l¢tim ile

DNA’larin konsantrasyonlarinin, 8 ile 50 ng/ul arasinda oldugu belirlendi.

Dizilenmek istenen genlerin ekzonik bolgelerine uygun dizayn edilen forward ve reverse
primerler ile genler amplifiye edildi. Amplikonlar; ayn1 amplikondan bir havuzda

olmayacak sekilde 24 gift olarak pool edildi.

100-280 amplikon igeren poollarin MGl DNB Seqg-G400 ve Illumina-Miniseq

cihazlarinda dizilenmesi i¢in iki ayr1 protokol izlendi.
3.1.1 MGI DNB Seq G400 ile In-House Dizileme

24 adet gen poolunun konsantrasyonlar1 Qubit 4 Fluorometer cihazi ile belirlendi. MGl
Easy Fs DNA Library Prep Kit kullanilarak asagida belirtilen asamalarin takibi
sonucunda, dizileme i¢in kiitiiphane hazirlandi.

<

gDNA izolasyonu

Fragmantasyon

_—
End-repair

Adaptbr ligasyonu — —
PCR

dsDNA Beratirasyon ssDNA
— — — —

Phi2o DNA Pol b ONA Nancball Form

Sekil 3.1 MGI DNB Seq G400 ile dizileme is akist



3.1.1.1 Fragmantasyon

Reaksiyon baslangici icin; Z adet pooldan, 50 ng olacak hacimde iiriin 0,2 mL’lik PCR
tiipiine aktarilir. 45 pl olarak belirlenen baglangic hacmine ulasabilmek icin; hacimce
eksik kalan tiiplerin tizerine diliisyon buffer: eklenir. 45 ul — 50 ng olarak standardize
edilen triinler Tablo 3.1°de belirtilen miktarla hazirlanan fragmantasyon mixi ile

karistirilir.

Tablo 3.1 Fragmantasyon reaksiyonu

Reaktif Miktar
Frag Buffer 11 10 pl
Frag Enzyme 1l 5ul

Toplam 15 ul

Tablo 3.2’de belirtilen thermal cycler programi baslatilir.

Tablo 3.2 Fragmantasyon programi

Sicaklik Zaman
Kapak Sicakligi (105 °C) Acik
4°C 00
30°C 14 dk
65 °C 15 dk
4°C o0

Fragmantasyon reaksiyonunun ardindan fragmantasyon ile hedef bolgesinin altinda (150
bp) kalan DNA pargalar1 asagidaki piirifikasyon ile manyetik beadler yardimiyla

uzaklastirilir.

[k olarak fragmantasyon iiriiniiniin tamami (60 pl), 54 ul DNA Clean Bead ile pipetaj
yardimiyla 1,5 mL ependorfta karigtirilir.

Oda sicakliginda 5 dk inkiibasyonun ardindan manyetik standa alinir.

Manyetik standda manyetik beadler toplandiktan sonra (yaklasik 2-5 dk) dikkatlice, hig¢

bead ¢ekmemek iizere slipernatantin tamami uzaklastirilir.

Manyetik beadlerin tlizerine 200 ul taze hazirlanmis, %80’lik etanol eklenerek 30 sn

inkiibe edilir.
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Inkiibasyonun ardindan alkoliin tamami uzaklastirilarak, alkolle yikama islemi

tekrarlanir.

2. yikamanin ardindan alkoliin tamami uzaklastirilarak bead iizerinde ve tiipiin
ceperindeki alkoliin tamamen buharlagsmasi i¢in oda sicakliginda kontrollii inkiibasyon

yapilir. Bu agamada beadlerin asir1 kuruyup ¢atlamamasina 6zen gosterilir.

Tamamen kuruyan beadler 44 ul TE Buffer ile pipetaj yapilarak ¢oziilir ve oda
sicakliginda 5 dk inkiibe edilir.

Inkiibasyonun ardindan tiipler manyetik standa alinir, beadler ependorfun g¢eperinde
toplandiktan sonra (yaklasik 2-5 dk), 41 ul supernatant dikkatlice yeni 0,2 ml’lik PCR

tiiptine aktarilir.
3.1.1.2 End-Repair, A Tailing

40 pl fragmantasyon liriiniine, Tablo 3.3’ de belirtilen miktarlara goére hazirlanan ERAT
mixi eklenir. 3 sn, 3 kere vortekslendikten sonra; kisa bir spin atilarak iirliniin tamami

tiiplin dibinde toplanir.

Tablo 3.3 ERAT reaksiyonu

Reaktif Miktar
ERAT Buffer 7,1l
ERAT Enzyme Mix 2,9 ul
Toplam 10 ul

ERAT mixi ile karigtirilan fragmantasyon tiriinii Tablo 3.4°deki thermal cycler

programina tabi tutulur.

Tablo 3.4 ERAT programi

Sicakhik Zaman
Kapak Sicakligi (105 °C) Acik
37°C 30 dk
65 °C 15 dk
4°C o0

3.1.1.3 Adaptor Ligasyonu

ERAT reaksiyonunun ardindan her pool farkli bir adaptorle isaretlenmek tizere; 5 ul MGI
Easy Adaptorleri eklenerek Tablo 3.5’ de belirtilen miktarlara gére hazirlanan Ligasyon

mixi ile karistirilir.
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Tablo 3.5 Ligasyon reaksiyonu

Reaktif Miktar
Ligation Buffer 23,4 ul
DNA Ligase 1,6 ul
Toplam 25 ul

Tablo 3.6 daki thermal cycler programi ligasyon reaksiyonu igin baglatilir.

Tablo 3.6 Ligasyon programi

Sicaklik Zaman
Kapak Sicakligi (105 °C) Acik
23°C 30 dk
4°C 0

Reaksiyonun sonunda 6rnekler thermal cyclerdan alinarak tizerlerine 20 ul TE Buffer

eklenir. Ligasyon agsamasindan sonra bead yardimiyla bir piirifikasyon daha yapilir.

50 ul DNA Clean Bead bulunan 1,5 ml’lik ependorf i¢ine 100 pl ligasyon iiriinii
eklenerek, oda sicakliginda 5 dk inkiibe edilir.

Oda sicakliginda 5 dk inkiibasyonun ardindan manyetik standa alinir.

Manyetik standda manyetik beadler toplandiktan sonra (yaklasik 2-5 dk) dikkatlice, hi¢

bead ¢ekmemek tizere slipernatantin tamami uzaklastirilir.

Manyetik beadlerin {izerine 200 ul taze hazirlanmis, %80’lik etanol eklenerek 30 sn

inkibe edilir.

Inkiibasyonun ardindan alkoliin tamami uzaklastirilarak, alkolle yikama islemi

tekrarlanir.

2. yikamanin ardindan alkoliin tamami uzaklastirilarak bead iizerinde ve tiipiin
ceperindeki alkoliin tamamen buharlagsmasi i¢in oda sicakliginda kontrollii inkiibasyon

yapilir. Bu agamada beadlerin asir1 kuruyup ¢atlamamasina 6zen gosterilir.

Tamamen kuruyan beadler 21 ul TE Buffer ile pipetaj yapilarak ¢oziiliir ve oda
sicakliginda 5 dk inkiibe edilir.

Inkiibasyonun ardindan tiipler manyetik standa alinir, beadler ependorfun ceperinde
toplandiktan sonra (yaklasik 2-5 dk), 19 pl supernatant dikkatlice yeni 0,2 ml’lik PCR

tiiptine aktarilir.
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3.1.1.4 PCR

Ligasyon iiriinleri, Tablo 3.7° ye gore hazirlanan PCR mixi ile karigtirtlir.

Tablo 3.7 PCR reaksiyonu

Reaktif Miktar
PCR Enzyme Mix 25 ul
PCR Primer Mix 6 ul
Toplam 31 pl
Kiitiiphanenin amplifikasyonu i¢in tiriinler, Tablo 3.8’ deki thermal cycler programina
tabi tutulur.
Tablo 3.8 PCR programi
Sicakhik Zaman Dongii Sayisi
Kapak Sicakligi (105 °C) Acik
95°C 3 dk x1
98 °C 20 sn
60 °C 15 sn x 12
72°C 30 sn
72°C 10 dk x1
4°C ©

PCR tamamlandiktan sonra manyetik bead yardimu ile piirifikasyon yapilir.

PCR iiriinlerinin tamami; 50 ul DNA Clean Bead bulunan 1,5 ml’lik ependorf iginde,

tamamen homojen oluncaya kadar pipetaj ile karirstirtlarak oda sicakliginda 5 dk tinkiibe

edilir.

Oda sicakliginda 5 dk inkiibasyonun ardindan manyetik standa alinir.

Manyetik standda manyetik beadler toplandiktan sonra (yaklasik 2-5 dk) dikkatlice, hi¢

bead ¢ekmemek tizere slipernatantin tamami uzaklastirilir.

Manyetik beadlerin tlizerine 200 ul taze hazirlanmis, %80’lik etanol eklenerek 30 sn

inkibe edilir.

Inkiibasyonun ardindan alkoliin tamami uzaklastirilarak, alkolle yikama islemi

tekrarlanir.
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2. yikamanin ardindan alkoliin tamami uzaklastirilarak bead {izerinde ve tiipiin
¢eperindeki alkoliin tamamen buharlagsmasi i¢in oda sicakliginda kontrollii inkiibasyon

yapilir. Bu asamada beadlerin asir1 kuruyup ¢atlamamasina 6zen gosterilir.

Tamamen kuruyan beadler 32 ul TE Buffer ile pipetaj yapilarak ¢oziilir ve oda
sicakliginda 5 dk inkiibe edilir.

Inkiibasyonun ardindan tiipler manyetik standa aliir, beadler ependorfun ceperinde
toplandiktan sonra (yaklasik 2-5 dk), 30 ul supernatant dikkatlice yeni 0,2 ml’lik PCR

tiipline aktarilir.

Pirifikasyonun ardindan PCR firiinlerinin; Qubit 4 Fluorometer kullanilarak ng/pl

cinsinden miktar tayini yapulir.
3.1.1.5 ss-cir

Son agamada PCR ile ¢ogaltilan ¢ift iplikli (dSDNA) ve lineer DNA kiitiiphanesini; tek
iplikli ve sirkiiler (ss-cirDNA) forma getirebilmek igin baslangic dSDNA miktarinin ng

cinsinden degeri, 1 pmol olmak iizere asagidaki formiile gore belirlenir.

1 pmol PCR firiiniine karsilik gelen DNA miktar1 (ng) = DNA Fragman Boyu (bp) / 1000
X 660 (ng)

Formiilde; olusturulan dsDNA kiitliphanesinin fragman boyu (364 bp) yerine
koyuldugunda, her dsDNA kiitiiphanesinden 240,24 ng PCR f{iriinii ile reaksiyonun

baslayacag belirlenir.

240,24 ng olacak sekilde PCR iiriinleri, yeni 0,2 ml’lik PCR tiiplerine aktarilarak
reaksiyon hacmi TE Buffer ile 48 ul’ye tamamlanir. Ardindan 98 °C’de 3 dk denatiire
edilir. (Tablo 3.9)

Tablo 3.9 Denatiirasyon programi

Sicakhik Zaman
Kapak Sicakligi (105 °C) Acik
95°C 3dk

Denatiirasyonun ardindan tirtinler -20 °C’de 2 dk bekletilir. Siirenin sonunda tiiplere kisa
bir spin atilarak Tablo 3.10°da belirtilen miktarlara gére hazirlanan mix ile 3 sn, 3 defa

vortekslenip spin atilarak Tablo 3.11°de belirtilen thermal cycler programina koyulur.
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Tablo 3.10 ss-cirDNA reaksiyonu

Reaktif Miktar
Splint Buffer 11,6 pul
DNA Rapid Ligase 0,5 ul
Toplam 12,1 ul

Tablo 3.11 ss-cirDNA programi

Sicakhk Zaman
Kapak Sicakligi (105 °C) Acik
37°C 30 dk
4°C 00

Reaksiyon tamamlandiginda, tiipler buz iizerine alinarak hizlica enzimatik digestion
(parcalama) reaksiyonuna gegilir. Tablo 3.12°deki belirtilen miktarlara uygun hazirlanan

reaksiyon mixi tiiplere dagitilarak 3 sn, 3 defa vorteklenir.

Tablo 3.12 Enzimatik pargalama reaksiyonu

Reaktif Miktar
Digestion Buffer 1,4 ul
Digestion Enzyme 2,6 ul

Toplam 4 ul

Kisa bir spinin ardindan tiriinler Tablo 3.13°deki thermal cycler programina koyulur.

Tablo 3.13 Enzimatik pargalama programi

Sicakhik Zaman
Kapak Sicakligi (105 °C) Acik
37°C 30 dk
4°C 0

30 dk’nin sonunda firtinlerin igersine 7,5 pl Digestion Stop Buffer eklenerek ss-cirDNA
reaksiyonu tamamlanmis olur. Ardindan ss-cirDNA formunda olmayan DNA’lar

uzaklastirmak i¢in piirifikasyon yapilir.

ss-cirDNA reaksiyon {iirlinlerinin tamami; 170 pl DNA Clean Bead bulunan 1,5 ml’lik
ependorf i¢inde, tamamen homojen oluncaya kadar pipetaj ile karirstirilarak oda
sicakliginda 10 dk iinkiibe edilir.

Oda sicakliginda 10 dk inkiibasyonun ardindan manyetik standa alinir.
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Manyetik standda manyetik beadler toplandiktan sonra (yaklasik 2-5 dk) dikkatlice, hi¢

bead ¢ekmemek iizere slipernatantin tamami uzaklagtirilir.

Manyetik beadlerin tizerine 500 pl taze hazirlanmis, %80’lik etanol eklenerek 30 sn

inkube edilir.

Inkiibasyonun ardindan alkoliin tamami uzaklastirilarak, alkolle yikama islemi

tekrarlanir.

2. yikamanin ardindan alkoliin tamami uzaklagtirilarak bead {izerinde ve tiipiin
ceperindeki alkoliin tamamen buharlagsmasi i¢in oda sicakliginda kontrollii inkiibasyon

yapilir. Bu asamada beadlerin asir1 kuruyup ¢atlamamasina 6zen gosterilir.

Tamamen kuruyan beadler 32 ul TE Buffer ile pipetaj yapilarak ¢oziilir ve oda
sicakliginda 5 dk inkiibe edilir.

Inkiibasyonun ardindan tiipler manyetik standa alinir, beadler ependorfun ceperinde
toplandiktan sonra (yaklasik 2-5 dk), 30 ul supernatant dikkatlice yeni 0,2 ml’lik PCR

tiiptine aktarilir.

Piirifikasyonun ardindan ss-cir kiitliphane iirlinlerinin; Qubit® ssDNA Assay Kit

kullanilarak ng/pl cinsinden miktar tayini yapilir.
3.1.1.6 DNB

DNB reaksiyonu igin gerekli ss-CirDNA kitapligi hacmi, gerekli kitaplik miktari; 1
lanedeki iceriklerin toplam1 40 fmol olacak sekilde, her ss-cirDNA kitapligi i¢in z fmol
olacak sekilde hesap edilerek belirlenir.

DNB reaksiyonu igin gereken ss-cirDNA kitapligi hacmi su sekilde hesaplanir:
ss-cirDNA miktar1 (uL) = 364 x 330 x z fmol / ss-CirDNA konsantrasyonu (ng/ pL) x 10°

DNB reaksiyonu icin gerekli ss-cirDNA kitapliklarinin miktar1 belirlendikten sonra;
Tablo 3.14‘te belirtilen miktarlar ile karistirlir.

Tablo 3.14 DNB-1 reaksiyonu

Reaktif Miktar
ss-CIrDNA Voul

Low TE Buffer 20-V ul
Make DNB Buffer 20 ul
Toplam 40 pl
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Yukaridaki tabloda belirtilen miktarlar karistirilarak vortex spin yapilir ve primerlerin
hibridizasyonu i¢in Tablo 3.15°teki thermal cycler programina koyularak DNB-1

reaksiyonu gergeklestirilir.

Tablo 3.15 DNB-1 programi

Sicakhik Zaman
Kapak Sicaklig (105 °C) Acik
95°C 1dk
65 °C 1dk
40 °C 1dk
4°C e

DNB-1 reaksiyonu tamamlandiktan sonra tiiplere spin atilarak DNB-2 reaksiyonu i¢in

Tablo 3.16°daki miktarlara gore, buz lizerinde mix hazirlanir.

Tablo 3.16 DNB-2 reaksiyonu

Reaktif Miktar
Make DNB Enzyme Mix | 40 pl
Make DNB Enzyme Mix I1(LC) 4 ul

Hazirlanan mix, DNB-1 reaksiyonunun iiriinii ile karigtirtlir. Tablo 3.17°deki thermal

cycler programina koyularak DNB-2 reaksiyonu gerceklestirilir.

Tablo 3.17 DNB-2 programi

Sicaklik Zaman
Kapak Sicakligi (35 °C) Acik
30°C 25 dk
4°C o0

DNB-2 reaksiyonu bittiginde hizlica 20 pl Stop DNB Reaction Buffer eklenerek; kesik,
genis uglu (wide bore tips) pipet ucuyla 8-10 kere yavas yavas karigtirilir.

DNB reaksiyonlar1 tamamlandiginda, Qubit® ssDNA Assay Kit kullanilarak DNB
konsantrasyonlar1 (ng/ul) belitlenir. Ol¢iim sonucunda, DNB miktari minimum 8 ng/ul,
maksimum 40 ng/ul olmalidir. DNB miktart 8 ng/ul’nin altinda o6lgiilirse, DNB
reaksiyonlar1 ss-cirDNA kiitiiphaneleriyle tekrarlanmalidir. 40 ng/ul’nin iizerinde

Ol¢iilirse DNB Load Buffer I ile 20 ng/pl olacak sekilde diliie edilmelidir.

Hazirlanan DNB’ler +4 °C’de maksimum 48 saat muhafaza edilebilir.
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3.1.1.7 Dizileme
Dizileme i¢in kullanilan NGS platformlarindan ilki, MGI DNBSeq-G400°dir.

Miktar tayini yapilip, uygun sinirlar arasinda kalan DNB’ler Tablo 3.18°deki miktarlara
uygun hazirlanan DNB yiikleme mixi ile; kesik, genis uglu pipet ucu yardimiyla yavasca

8-10 defa karistirilir.

Tablo 3.18 DNB yiikleme reaksiyonu

Reaktif Miktar
DNB Load Buffer Il 8ul
Make DNB Enzyme Mix Il (LC) 0,25 ul
DNB 25 ul
Toplam 33,25 ul

Hazirlanan DNB karisimi; Portable DNB Loader lizerinde, genis uglu pipet ucu ile flow

cell iizerine 30 pl yiiklenir. DNB yiiklenen flow cell, oda sicakliginda 30 dk inkiibe edilir.

Flow cellin inkiibasyonu sirasinda sekans kartusu Tablo 3.19°da belirtilen miktarlara gore

hazirlanir.
Tablo 3.19 PE100 Sekans kartusu hazirlama
Kuyu Numarasi Eklenen Reaktif Miktar
1 dNTP Mix 1800 pl
Sequencing Enzyme Mix 1800 pl
) dNTP Mix Il 1500 pl
Sequencing Enzyme Mix 1500 pl
15 MDA Reagent 3500 pl
MDA Enzyme Mix 500 pl

Flow cell inkiibasyonunun ardindan hazirlanan sekans kartusu ve flow cell, MGI
DNBSeq-G400 cihazina yerlestirilir. Cihazda PE100 okumasi igin gerekli bilgiler

girilerek run baslatilir.

3.1.2 Illumina Miniseq ile In-House Dizileme

24 adet gen poolunun konsantrasyonlar1 Qubit 4 Fluorometer ile belirlendi. Illumina DNA
Prep Kit kullanilarak asagida belirtilen asamalarin takibi sonucunda, dizileme icin

kiitiiphane hazirlandi.
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Sekil 3.2 lllumina Miniseq ile dizileme is akis1
3.1.2.1 Tagment Genomik DNA

Baslangi¢ DNA miktar1 100-500 ng olacak sekilde 2-30 ul arasinda ornekler; 0,2 ml’lik
PCR tiiplerine aktarilir. Eger 6rnek miktar1 30 pl’den az olursa, hacim niikleaz-free su ile

30 ul’ye tamamlanir.

Tablo 3.20 Fragmantasyon reaksiyonu

Reaktif Miktar
BLT (Bead ile baglh transposon) 11l
Tagmentation Buffer 1 11wl
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Tablo 3.20°de belirtilen miktarlarda hazirlanan mixlerden 20 ul’si 30 pul

karistirtlir ve Tablo 3.21°de belirtilen thermal cycler programina tabi tutulur.

Tablo 3.21 Fragmantasyon programi

Sicakhik Zaman
Kapak Sicakligi (100 °C) Acik
55°C 15 dk
10 °C 0

3.1.2.2 Piirifikasyon

ornek ile

Reaksiyonun ardindan, tiiplere 10 pl Tagment Stop Buffer eklenerek, pipetaj ile beadler

homojenize edilir. Tablo 3.22’deki thermal cycler programina tabi tutulur.

Tablo 3.22 Piirifikasyon programi

Sicakhik Zaman
Kapak Sicakligi (100 °C) Acik
37°C 15 dk
10°C 0

PCR tiipleri manyetik standa koyularak sivi temiz olana kadar (~3 dk) inkiibe edilir.

Stipernatantin tamami1 uzaklastirilir.

PCR tiipli manyetik standdan alinarak; tiipiin ¢eperinde toplanan bead, 100 pl Tagment

Wash Buffer ile yavas yavas pipetaj yapilarak ¢oziiliir. Ardindan tiip tekrar manyetik

standa alinir ve yaklasik 3 dk sonunda supernatant uzaklagtirilir.

Yikama islemi bir kere daha tekrarlanir.

3.1.2.3 PCR

Bu asamada, adaptor dizileri ile etiketlenmis DNA sinirli dongiilii bir PCR programi

kullanarak amplifiye edilir. PCR adim1 index1 (i7) ve Index2 (i5) adaptérlerini ekler.

Tablo 3.23 PCR reaksiyonu

Reaktif Miktar
Enhanced PCR Mix 22 ul
Niikleaz-free su 22 ul
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Tablo 3.23°de belirtilen master mixin 40 ul’si manyetik standda bekleyen bead ile
homojen olana kadar karistirilir. Ardindan i5 ve 17 adaptorlerinden 5’er ul eklenir ve

Tablo 3.24‘te belirtilen thermal cycler programina koyulur.

Tablo 3.24 PCR programi1

Sicakhk Zaman Dongii Sayisi

Kapak Sicaklig1 (100 °C) Acik

68 °C 3dk x1

98 °C 3dk x1

98 °C 45 sn

62 °C 30 sn x 12

68 °C 2 dk

68 °C 1 dk x1

4°C o)

3.1.2.4 Piirifikasyon

PCR iirtinleri manyetik standa alinarak oda sicakliginda ~5 dk inkiibe edilir. 5 dk sonunda

tamamen berraklasan slipernatantin 45 pl’si yeni bir 0,2 ml’lik PCR tiipiine aktarilir.

45 ul PCR iiriintiniin tizerin 40 pl niikleas-free su ve 45 ul Sample Purification Bead

(SPB) eklenerek pipetaj ile homojenize edilir.

Oda sicakliginda 5 dk inkiibasyonun ardindan, manyetik standda ~5 dk inkiibe edilir.
Stipernatanttan alinan 125 pl {iriin, 15 pl SPB ile yeni bir 0,2 ml’lik PCR tiiplinde
karistirilir. Uzerine 81 ul SPB eklenerek oda sicakliginda 5dk ve ardindan manyetik
standda 5dk inkiibe edilir.

Inkiibasyonun ardindan tamamen temizlenen siipernatantin tamami uzaklastirilir ve

yikama islemine baglanir.

Tiipiin ¢eperindeki bead flizerine; taze hazirlanmis, %80’lik etanol eklenir. 30 sn

inkiibasyonun ardindan siipernatantin tamami uzaklagtirilir.

Ayni yikama islemi bir kere daha tekrarlanir. Ardindan bead kurumaya birakilir.
Alkolden tamamen arindiktan sonra 32 upl Resuspension Buffer eklenerek; oda
sicakliginda 2 dk inkiibe edilir. Oda sicakliginda inkiibasyonu tamamlandiktan sonra
manyetik standa alinarak 2 dk kadar bekletilir. 2 dk’nin sonunda 30 pl siipernatant yeni

bir 0,2 mI’lik PCR tiipiine aktarilir.
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Piirifikasyonun sonunda hazirlanan kiitiiphanenin miktar tayini, Qubit 4 Fluorometer ile

yapilir.
3.1.2.5 Dizileme

Hazirlanan kiitiiphanenin Illumina MiniSeq cihazinda dizilenmesi ig¢in ilk olarak
‘MiniSeq System Denature and Dilute Libraries Guide’ prosediirii takip edilerek,

kiitiiphane 1,4 pM konsantrasyonuna diliie edilip denatiire edilmelidir.

Kiitiiphaneler, kiitiiphane hazirlama protokollerinde Onerilen standart miktar tayini ve

kalite kontrol prosediirleri kullanilarak normallestirilir.

Kiime(cluster) iiretimi i¢in kitapliklar1 denatiire etmek {izere her zaman taze seyreltilmis

1N NaOH (pH > 12,5) hazirlanir. Bu adim, denatiirasyon islemi igin gereklidir.

Ik olarak 1ml ve 0,1 N NaOH (900 pl dH2O + 100 ul IN NaOH) hazirlanir. Her

kiitiiphaneden 10 pl alinarak yeni bir 0,2 ml’lik PCR tiipiine aktarilir.
Her kiitiiphaneyi RSB ile 10 nM'ye seyreltmek i¢in asagidaki denklemi kullanilir:
X (ul) =10 (u) *y (nM) /10 nM] - 10 pl

Bu denklemde; x, RSB miktarini; y ise kiitiiphanenin konsantrasyonunu belirtir. Her
kiitiiphanenin konsantrasyonuna bagli olarak nihai hacim, 10 pl ile 400 pl arasinda
degisebilir.

Hazirlanan 10 nM’lik kiitiiphane; RSB ile 1 nM olacak sekilde diliie edilir.

Sekans baglatilmadan onceki son adim, denatiirasyondur. 1 nM kiitiiphane (5 pl), 1N
NaOH (5 ul) ile karistirilir. Oda sicakliginda 5 dk inkiibe edildikiten sonra {izerine; 5 pul
200 mM Tris-HCI (pH 7.0) eklenerek denatiire edilir. Tipik olarak, nihai ¢ozelti
Hibridizasyon Tamponu ile seyreltildikten sonra 1 mM'den fazla NaOH iceremez.
Bununla birlikte, 200 mM Tris-HCI eklenmesi, NaOH'in nihai ¢ozeltide tamamen
hidrolize olmasint sagladigindan; sablon hibridizasyonu, nihai NaOH konsantrasyonu 1

mM'den biiylik oldugunda bile etkilenmez.

Denatiire edilen kiitiiphanenin tizerine, 985 pl Hibridizasyon Buffer’1 eklenerek 1 ml, 5
pM olarak hazirlanmis olur. Yiikleme igin konsantrasyonu 1,4 pM’e Tablo 3.25°deki

miktarlarla diliie edilir.
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Tablo 3.25 Kiitiiphane diliisyon reaksiyonu

Miktar

5 pM Denatiire Kiitiiphane 140 pl
Hibridizasyon Buffer 360 pl
Son konsantrasyon 1pM

Bir sonraki adimda 1,4 pM ve 500 pl olarak diliie ve denatiire edilen kiitiiphanenin
tamami MiniSeq sekans kartusunun 16. kuyusuna aktarilir. Flow cell ve kartus cihaza

yerlestirildikten sonra, run i¢in uygun parametreler secilerek dizileme islemi baslatilir.
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SONUC

4.1 Bulgular

4.1.1 Data Boyutu

Illumina MiniSeq ve MGI DNB Seq-G400 cihazlarinda dizilenen 24 adet gen havuzuna

ait amplikon sayilar1 ve data miktarlar1 Tablo 4.1°de belirtilmistir.

Tablo 4.1 MGI ve Illumina’da dizilenen pollara ait amplikon sayilari ve elde edilen

data boyutlar1

Amplikon Sayisi Data Boyutu (GB)

268 163 0,13 0,45
259 123 0,09 0,46
252 113 0,05 0,45
242 173 0,12 0,40
239 119 0,11 0,41
237 98 0,10 0,46
216 117 0,12 0,47
204 107 0,11 0,48
229 126 0,12 0,15
236 163 0,11 0,17
237 142 0,05 0,23
241 106 0,09 0,17
275 150 0,13 0,18
257 126 0,13 0,14
237 108 0,08 0,18
233 137 0,05 0,18
243 164 0,05 0,39
255 154 0,10 0,53
247 136 0,13 0,50
231 140 0,10 0,42
232 124 0,13 0,42
260 109 0,09 0,47
241 115 0,10 0,60
241 126 0,07 0,48
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DATA BOYUTU
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Sekil 4.1 MGI ve Illumina datalarinin boyutlari (MB cinsinden)

4.1.2 Ortalama Derinlik
[llumina MiniSeq ve MGl DNB Seq-G400 cihazlarinda dizilenen 24 adet gen havuzuna

ait dizilerin ortalama derinlik miktarlar1 x cinsinden Tablo 4.2°de belirtilmistir.

Tablo 4.2 MGI ve Illumina’da dizilenen pollara ait datalarin ortalama derinlik

miktarlari (x cinsinden)

Ortalama Derinlik (x)
5047 8036
3056 1990
2233 1990
3657 11
3906 6446
2155 10594
1264 3078
1599 4197
3037 3324
193 4009
52 5735
513 3219
621 2202
1071 2188
1859 5351
736 4293
1371 5693
2148 8551
688 6262
180 3135
179 8751
1317 8410
2229 4671
2783 6752
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ORTALAMA DERINLIK
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Sekil 4.2 MGI ve Illumina datalarinin ortalama derinlikleri (x cinsinden)

4.1.3 Her Sekanstaki Baz icerigi

[llumina MiniSeq ve MGI DNB Seq-G400 cihazlarinda dizilenen 24 adet gen havuzuna
ait dizilerin Fastqc raporlarindan ‘her sekanstaki baz igerigi’ parametresi kalite degeri
olarak belirtilen renkler cinsinden; kirmizi (1), turuncu (2) ve yesil (3) olacak sekilde
Tablo 4.3’te belirtilmistir.

Tablo 4.3 MGI ve Illumina’ya ait datalarin FastQC raporundan her sekanstaki baz

icerigi ile alakali kalite raporu

Her Sekanstaki Baz icerikleri (FastQC)
IHlumina MGI

NINININININININININININININININININININININININ
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4.1.4 Her Sekansin GC icerigi

[llumina MiniSeq ve MGl DNB Seq-G400 cihazlarinda dizilenen 24 adet gen havuzuna
ait dizilerin Fastqc raporlarindan ‘her sekansin GC igerigi’ parametresi kalite degeri
olarak belirtilen renkler cinsinden; kirmizi, turuncu ve yesil olacak sekilde GC

yiizdeleriyle birlikte Tablo 4.4’de belirtilmistir.

Tablo 4.4 MGI ve Illumina’ya ait datalarin GC igerikleri (% cinsinden)

Her Sekanstaki GC Icerigi (%)

IHlumina
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Sekil 4.3 MGI ve Illumina’ya ait datalarin GC igerikleri (% cinsinden)

4.1.5 Dizilerin Duplikasyon Seviyeleri

[llumina MiniSeq ve MGI DNB Seq-G400 cihazlarinda dizilenen 24 adet gen havuzuna
ait dizilerin Fastqc raporlarindan ‘dizilerin duplikasyon seviyeleri’ parametresi kalite
degeri olarak belirtilen renkler cinsinden; kirmizi (1), turuncu (2) ve yesil (3) olacak
sekilde Tablo 4.5te belirtilmistir.

Tablo 4.5 MGI ve Illumina’ya ait datalarin duplikasyon seviyeleri

Duplikasyon Seviyeleri

IHHlumina




DUPLIKASYON SEVIYELERI
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Sekil 4.4 MGI ve Illumina’ya ait datalarin duplikasyon seviyeleri
4.1.6 Sekanstaki Yinelenen Diziler

[llumina MiniSeq ve MGI DNB Seq-G400 cihazlarinda dizilenen 24 adet gen havuzuna
ait dizilerin Fastqc raporlarindan ‘sekanstaki yinelenen diziler’ parametresi kalite degeri
olarak belirtilen renkler cinsinden; kirmizi, turuncu ve yesil olacak sekilde Tablo 4.6’da

belirtilmistir.

Tablo 4.6 MGI ve Illumina’ya ait datalarin yinelenen dizi miktarlar

Yinelenen Diziler

NININININIPINININININIPINININININIRINININININ(FP
NINININININININININININININININININININDNININININ
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Sekil 4.5 MGI ve Illumina’ya ait datalarin yinelenen dizi miktarlari

4.2 Tartisma

Literatiire bakildiginda MGI firmasinin kullandigi teknoloji Illumina’ya gore nispeten
daha yeni oldugundan iki platformun karsilagtirilmasi ile alakali sinirli sayida ¢alisma
bulunmaktadir. Literatiirde iki platformun data kaliteleri; ortalama derinlik, data boyutu,
datanin GC igerigi, varyant tespitleri gibi parametreler ile karsilastirilmis olup bizim
calismamizda da bu caligmalara paralel olarak data boyutu, ortalama derinlikleri ve

FastQC raporlarindan kalite parametreleri karsilastirilmastir.

Guogiang Zhang ve arkadaglarinin yaptigi bir caligmada; 4 ayri genomik DNA
orneginden SureSelect-Hiseq ve Targetseg-Proton kitlerini kullanarak olusturulan tim
ekzom dizileme (WES) kiitiiphaneleri Ion Torrent ve Illumina Hiseq 2000 cihazlarinda
dizilenmis. Bu datalarda varyant lokuslari, saptanan SNP’ler (tek niikleotid
polimorfizmi), ve Indel’ler (kiiclik ekleme ve silmeler) ile 1x, 5x, 10x ve 20x i¢in her iki
kitin kapsam yiizdesi karsilagtirilmistir. Her iki Kitteki ortak ekzonik bolgeler ele
alindiginda varyant lokuslar arasinda %99 oraninda tutarlilik gézlemlenirken, SNP ve
Indel’lerin saptanmasinda Illumina Hiseq 2000 cihazinin daha basarili oldugunu ortaya
koymuslardir. (Zhang v.d, 2015) Bizim calismamizda ticari bir kit ile genomdaki tim
ekzonik bolgeleri dizilemek yerine in house dizileme yontemi ile genomdaki dizilemek
istedigimiz spesifik ekzonik bolgelere 6zgili primerler dizayn ederek amplifiye ettigimiz

bolgeler dizilendi. Ekzonik bdlgelerin kapsaminin karsilastirilmasi ¢alismanin verimini
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degerlendirme i¢in bir kriter olsa da bizim ¢alismamiz kapsam karsilastirilmasina uygun
degildir.

Jidong Lang ve arkadaslarinin yaptig1 bir diger ¢alismada; 204 6rnekten elde edilen
gDNA’lardan, Illumina NextSeq500 ve MGI DNB Seq-G400 cihazlarinda ayni1 hotspot
kanser paneli kiti ile hedef bolge dizilemesi gergeklestirmislerdir. Illumina i¢in dizayn
edilen panel kiti kullanildiginda MGI ile dizilenen datalarda 101-133 bp kayip oldugunu
saptamislar. Bu kaybin yontemsel farkliliktan (Illumina’ya uyumlu kiitiiphane hazirlama
kitinin fragman yapisi MGI’da DNB formunun olusturulmasina engel olmustur)
kaynaklanabilecegini bildirmiglerdir. Ayrica data kalite parametrelerinden Q20, GC
icerigi, ortalama derinligi ve kullanilan kitin hedef kapsamini da karsilagtirmislar.
Kullanilan kitin hedef kapsami i¢in datalardaki mutasyonlari karsilastirdiklarinda yiiksek
oOlglide tutarlilik gosterdigini ortaya koymuslardir. Kalite parametrelerine uyguladiklari
cift yonlii t testi sonucunda iki platform arasinda 6nemli 6l¢iide farklilik oldugunu
belirtmisler. Illumina’dan elde edilen datalarin GC oraninin daha yiiksek olmasini;
[llumina NextSeq500 cihazinin dizileme sirasinda tanimlanamayan bazlar1 ‘G’ olarak,
MGI DNB Seq G400 cihazi ise ‘N’ olarak atamasi ile iliskilendirmislerdir. Bunun diginda
iki platform arasindaki farkliligin sebebi olarak; dizileme ilkeleri, baz tanimada kullanilan
algoritmalar ve dizileme platform ozelliklerini gostermislerdir. (Lang v.d, 2021) Bizim
calismamizda ise her iki platformdan elde edilen datalarin GC igerikleri arasindaki fark

istatistiki olarak anlamsiz bulunmustur.

Yu Xu ve arkadaglarinin yaptig1 bir calismada ise; 4 Ornek lizerinde tiim ekzom
sekanslama iglemi MGI ile ayn1 yontemi kullanan BGISeq-500 (DNB teknolojisi) ve
[llumina Hiseq4000 cihazlarinda ayr1 ayr gergeklestirilmistir. Her iki platformdan elde
edilen datalar incelendiginde varyant tespitindeki kabiliyetlerinin benzer oldugu
bulunmustur. Ayrica okuma derinliginin varyant tespiti lizerindeki etkisinin 6nemine
vurgu yaparak; ayni okuma derinligine ulasabilmek i¢cin BGISeq-500 cihazinin Illumina
Hiseq4000 cihazindan %25 daha az data iiretmesinin yeterli oldugunu ortaya
koymuslardir. Uretilen gb basina data maliyeti diisiiniildiigiinde; BGISeq-500’iin daha
avantajli oldugunu belirtmislerdir. (Xu v.d., 2019) Bizim ¢alismamizda da MGI DNB Seq
G400’den Illumina Miniseq’e gore daha fazla data elde edildi.

Dmitriy Korostin ve arkadaslarinin yaptig1 bir calismada; 1 genomik DNA’nin MGI DNB
Seq G400 ve Illumina Hiseq 2500 cihazlarinda tiim genom dizilemesi (WGS) yapilmas.
Elde edilen datalarin kaliteleri FastQC algoritmas: yardimiyla karsilagtirilmis. Ayni
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ornegin Illumina Hiseq 2500 datalarindaki okumalarin baginda GC igeriginden bir sapma
gozlendigini, bunun sebebinin kiitiiphane hazirlama asamasindaki enzimatik
fragmantasyondan kaynaklanabilecegini belirtmisler. Her bazin sekans Kkalitesi
parametresinde ise, MGI’dan elde edilen degerlerin Hiseq 2500°e gore biraz daha diislik
oldugunu, buna karsilik her iki platformun da birbirine yakin kalitede data iirettigini
belirtmisler. Elde edilen datalarin ortalama derinlikleri karsilastirildiginda; MGI’dan elde
edilen datalarin derinliginin Hiseq 2500’e¢ gore biraz daha fazla oldugunu bulmuslar.
Sonug olarak MGI DNB Seq G400’{in I[llumina Hiseq 2500 cihazinin alternatifi olarak
kullanilabilecegini, iki platform arasinda elde edilen farklarin 6nemsiz oldugunu
belirtmigler. (Korostin v.d, 2020) Bu g¢alismanin bulgularindan ortalama derinlik

karsilastirmalar1 bizim bulgularimizla da paralellik géstermektedir.

Jiayun Chen ve arkadaslarinin 2019 yilinda yaptig1 bir ¢alismada ise; NA12878 hiicre
hattindan elde edilen DNA ile 4 farkli yeni nesil dizileme cihazinda (MGl DNB Seq
G400, BGISEQ500, Ilumina NovaSeq, Illumina HiSeq4000) dizilenen WES, 5 farkli
yeni nesil dizileme cihazinda (MGI DNB Seq G400, Illumina NovaSeq, BGISEQ500,
lllumina HiSeq X ve Illumina HiSeq4000) dizilenen WGS datalarinin Kkaliteleri
karsilastirilmis. 10x’in altindaki okuma yiizdeleri WES datalarinda sirasiyla; %0,25,
%0,41, %2,25 ve %4,46 WGS datalarinda sirastyla; %0,21, %1,28, %1,76, %7,29 ve
%8,25 olarak belirlenmis. Ortalama derinlikleri karsilastirildiginda, MGI DNB Seq
G400’den elde edilen WES datasinin derinliginin 129,4x ile diger platformlardan
nispeten diistik kaldigi belirtilmis. SNP tanimlama performanslarinda ise BGISEQ500°{in
digerlerinden daha iyi oldugu belirtilmis. (Chen v.d., 2019) WGS dizilemesi yapilan bu
calismada MGI DNB Seq G400’{in ortalama derinligi diger platformlardan diistik kalsa
da, bizim ¢alismamizda in house dizileme datalarinda MGI’dan elde edilen ortalama
derinligin Illumina’dan elde edilen ortalama derinlikten daha yiiksek oldugu tespit

edilmistir.

4.3 Sonuc¢

Yeni nesil dizileme platformlarindan iki farkli dizileme yontemi kullanan MGI DNB Seq
G400 ve Illumina Miniseq cihazlarinda 24 c¢ift gen poolu dizilenmistir. Dizileme
sonucunda elde edilen datalarin analizlerinin giivenilir olmasi agisindan kaliteleri; data

boyutu, ortalama derinlik ile FastQC raporundan her sekanstaki baz igerigi, her sekansin
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GC igerigi, dizilerin duplikasyon seviyeleri ve sekanstaki yinelenen diziler parametreleri
acisindan karsilagtirllmigtir. Karsilagtirilan tiim kalite parametrelerine 2 uglu t testi

uygulanmustir.

DNA dizilemedeki yontemsel farkliliklarina bakilacak olursa; Illumina teknolojisinde
dizileme sirasinda koprii amplifikasyonu ile cogaltilan lineer DNA kiitiiphanesi modifiye
DNA polimeraz ve bloke edici gruplar kullanilarak dizilenmektedir. MGI teknolojisinde
ise lineer DNA kiitiiphanesi tek iplikli ve halkasal forma getirildikten sonra, bakteriyel
bir DNA polimeraz olan Phi29 DNA polimeraz kullanilarak bir reaksiyonda tek bir
halkasal kalip DNA’nin 300-500 kopyast DNB formunda elde edilir. Dolayisiyla PCR
sirasinda olusabilecek DNA polimerazin hata oran1 goz 6niinde bulunduruldugunda; tek
bir kaliptan amplifikasyon gergeklestirmesi sebebiyle MGI DNB Seq teknolojisi ile

iiretilen datalardaki hata oraninin illumina’dan daha diisiik olmas1 beklenir.

Bunun yaninda, MGI DNB Seq G400 cihazinin data ¢iktis1, [llumina Miniseq cihazindan
fazla oldugu bilinmektedir. Bu sebeple MGI DNB Seq G400 cihazindan pool basina
ortalama 0,37 GB data elde edilirken; Illumina Miniseq cihazindan pool basina ortalama
0,10 GB data elde edilmistir. Data boyutlar1 parametresine uygulanan t testi sonucunda
(p=5,5; p>0,05) iki platformun data boyutlar1 arasindaki farkin istatistiksel olarak anlamli

olmadig1 belirlenmistir.

Data boyutlariyla baglantili olarak ortalama derinliklerinin de MGI DNB Seq G400
cihazinda ortalama 4954x, illumina Miniseq cihazinda ise ortalama 1746x oldugu
gozlemlenmistir. Datalarin ortalama derinliklerine uygulanan t testi sonucunda (p=1,58 ;
p>0,05) her iki platformun data derinlikleri arasindaki farkin istatistiksel olarak anlanmli

olmadig belirlenmistir.

FastQC parametrelerine uygulanan t testi sonucunda; her iki platform i¢in de her
sekanstaki baz igerigi (p=2,01 ; p>0,05), dizilerin GC igerigi (p=0,88 ; p>0,05) ve
duplikasyon oranlar1 (p=0,08 ; p>0,05) arasinda 6nemli bir fark olmadig1 goriilmiistiir.
Yinelenen diziler arasinda ise MGI’dan iiretilen datalarin yinelenen dizi ortalamasi daha
diisiik olup, her iki platform arasindaki farkin istatistiksel olarak 6nemli (p=0,04 ; p<0,05)

oldugu gozlenmistir.

Sonug olarak in house dizilemede; dizilenecek gen sayisi, elde edilmek istenen data
miktar1 gibi kosullar g6z 6niinde bulundurularak, amaca uygun her iki platform da verimli

bir sekilde kullanilabilir.
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4.4  Oneriler

Bu ¢alismada kullandigimiz cihazlarin data ¢iktilar1 arasinda fark oldugundan, aradaki bu
fark data boyutu, ortalama derinlik gibi parametreleri etkilemektedir. Ayni ¢aligma data

kapasiteleri birbirine benzer olan iki cihaz ile yapilabilir.
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