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OZET

TP53 ve MEFV Genlerinin Illumina ve MGI Teknolojileri ile
Dizilenmesinde Data Kalitelerinin Karsilastirilmasi

Ceren Aleyna KECECI

Molekiiler Biyoloji ve Genetik Anabilim Dali

Yiiksek Lisans Tezi

Danisman: Prof. Dr. Muhammed Hamza MUSLUMANOGLU

1990 yilinda baslayan ve 2003'te biten Insan Genom Projesi ile insan genomunun
dizilenmesiyle beraber, genomda meydana gelen ve bircok hastalifa neden olan
mutasyonlar saptanabilmistir. Bu projeyle beraber, beklenen gen sayisindan ne kadar az
sayida gene sahip oldugumuz, genomlarin ayni tiir ve hatta tiirler aras1 benzerlik oraninin
ne kadar fazla oldugu gibi bilgilere de sahip olmus olduk. Insan genomunun dizilenmesi
tedavi, tan1 ve tarama igin birgok alanda gereklidir ve kullanilmaktadir. Insan genomunu
dizileme konusunda hizli, giivenilir ve daha az maliyetli olan giiniimiizde kullanilan YND
yonteminin kullanildig1 bir¢ok dizileme teknolojisi ve cithazi mevcuttur. Bu ¢alismada;
Illumina NovaSeq 6000 ve MGI DNB Seq-G400 cihazlarindan ¢ikan tiim ekzom
sekanslama (WES) datalarini, GC kontenti, ortalama derinlik ve Q20 degerleri gibi kalite
parametrelerine gore kiyaslayarak amaca uygun olarak hangisinin segilebilecegini
arastirdik. Orneklem grubunu 12 Illumina ve 12 MGI cihazinda galisilan WES datalar
olarak dizayn ettik. Bunun yaninda iki gen segerek (TP53-MEFV), gen bazinda
okumalarin istatistiklerini de kiyasladik. Elde edilen sonuglar, python ve excel ile t testi
uygulanarak incelendi. MGI ve Illumina teknolojisi kullanilarak sekanslanan hem WES
datalarinin hem de kesilip iki gene 0Ozel bakilan datalarin kalite parametrelerinin

arasindaki farkin istatistiki olarak anlamli farklar elde ettik. GC igerikleri Illumina WES

Xi



datalarinda %51-52°den farkli degerler vermezken, MGI’dan elde edilen WES
datalarinda bu deger %48-49 ve kesilmis datalarda ise Illumina’da 56-57% ve MGI’da
%355’tir. Bunun yani sira ortalama derinlik hesaplandiginda genel olarak hem kesilmis
(IMlumina-55,4 ve MGI-29,9) hem WES datalarinda (Illumina-58,85 ve MGI-48,52)
Illumina datalarinin daha yiiksekken, MGI datalarinda goreceli olarak diisitk kalmistir.
Q20 degerlerinde ortalama deger olarak sirasiyla WES ve kesilmis Illumina datalarinin
(98,80-98,87) MGI datalarindan (97,47-97,29) daha yiiksek oldugu goriilmistiir. Sonug
olarak; bu calismada kiyaslanan data kalite parametreleri disinda baska parametreler
oldugu iki teknoloji arasinda yapilacak tercihlerde arastirma amaglari, Orneklerin

ozellikleri ve imkanlar gibi bir¢ok faktor géz dniinde bulundurulmalidir.

Anahtar Kelimeler: ILLUMINA, MGI, YND, GC kontenti, ortalama derinlik

YILDIZ TEKNIiK UNIiVERSITESI
FEN BiLIMLERI ENSTITUSU
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ABSTRACT

Comparison of Data Quality in Sequencing of TP53 and
MEFV Genes with Illumina and MGI Technologies

Ceren Aleyna KECECI

Department of Molecular Biology and Genetics

Master Thesis

Supervisor: Prof. Dr. Muhammed Hamza MUSLMANOGLU

With the sequencing of the human genome with the Human Genome Project, which
started in 1990 and ended in 2003, mutations in the genome that cause many diseases
have been identified. With this project, we have gained information such as how few
genes we have than the expected number of genes, and how high the similarity ratio of
genomes is between the same species and even between species. Sequencing of the human
genome is necessary and used in many fields for treatment, diagnosis and screening.
There are many sequencing technologies and devices that use the NGS method used
today, which is fast, reliable and less costly for sequencing the human genome. In this
study; We compared all exome sequencing (WES) data from Illumina NovaSeq 6000 and
MGI DNB Seq-G400 devices according to quality parameters such as GC content,
average depth and Q20 values, and investigated which one could be selected for the
purpose. We designed the sample group as WES data studied on 12 Illumina and 12 MGl
devices. We also compared the statistics of reads by gene by selecting two genes (TP53-
MEFV). Obtained results were analyzed by applying t test with python and excel. We
obtained statistically significant differences between the quality parameters of both the
WES data sequenced using MGI and Illumina technology and the data that was cut and

looked at specifically for two genes. While GC contents do not give values different than
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51-52% in lllumina WES data, this value is 48-49% in WES data obtained from MGI and
56-57% in Illumina and 55% in MGI in truncated data. In addition, when the average
depth is calculated, it was higher in Illumina data in both cut (Illumina-55.4 and MGI-
29.9) and WES data (Illumina -58.85 and MG1-48.52), while it was relatively low in MGI
data. . In Q20 values, the mean value of WES and truncated Illumina data (98.80-98.87),
respectively, was higher than MGI data (97.47-97.29). In conclusion; many factors such
as research objectives, characteristics of the samples and possibilities should be
considered in the choices to be made between the two technologies, where there are other

parameters other than the data quality parameters compared in this study.

Keywords: ILLUMINA, MGI, NGS, GC content, avarage dept
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GIRIS

1.1 Literatiir Ozeti

Insan genomunun gizeminin ¢dziilmesi, bu genomun iginde gizli diziyi sekanslamamiz
ve proteine kadar olan yolculugunu incelememizle miimkiin olmustur. Insan genomu dért
temel bazdan (A,T,G,C) olusan, bu bazlarin gesitli kombinasyonlariyla olusan sekansa
sahip biitiin bir dizidir. Bu dizinin insanlar arasinda insan genom projesiyle beraber %99.9
benzer oldugu saptansa da tek niikleotid polimorfizmleri, kopya sayis1 degisiklikleri,
kiiciik insersiyon ve delesyonlar gibi faktorlerle birbirimizden farkli oldugumuz
bulunmustur. Dizideki bu farkliliklar sa¢ rengimiz, g6z rengimiz gibi fenotipik
farkliliklar1 olusturdugu gibi bazen olumsuz sonuglar da dogurabilir. Mutasyonlar
nedeniyle insan genom sekansinda meydana gelen degisiklikler hastaliklar ve ilag
direnciyle sonuglanabilir. Bu mutasyonlar tiimoér baskilayici genlerde, proto-
onkogenlerde, belirli bir fenotiple iliskili oldugu bilinen genlerde, hotspot bolgelerde,
cer¢eve kaymasina neden olacak yerlerde, proteinin erken sonlanmasina neden olup stop
kodonu olusturacaklar1 yerlerde daha ciddi sonuglar dogurabilmektedir. Yiizyillardan
beri, insan genomunu dizileyebilmek i¢in ¢esitli yontemler kullanilmistir. Bu yontemlere
ornek olarak tarihsel sirayla; Maxam- Gilbert yontemi, Sanger sekanslama, ikinci nesil
dizileme ve {iglincii nesil dizileme yontemleri 6rnek verilebilir. Maxam-Gilbert yontemi
kullanilan kimyasallardan dolay1 ve sekanslanan dizinin kisitli boyutundan dolayr ¢ok
verimli ve tercih edilir bir yontem degildir. Sanger sekanslama hala daha YND datalarinin
dogrulanmas: i¢in kullanilan ama yine boyut dolayisiyla kisitlayict 6zellige sahip bir
yontemdir. Ikinci nesil dizileme olan, ¢calismamizda kullandigimiz yéntemdir. Yiizlerce
Ornegin es zamanli olarak daha az maliyetle sekanslandig1 bu yontem ¢ok daha kisa bir
sirede, zararli kimyasallar kullanmadan sekanslayabilmeyi miimkiin kilmistir. YND
genetik arastirmalar i¢in devrim sayilabilecek bir bulustur. Illumina ve MGI bir¢ok YND

teknolojisine ve birbirinden farkli 6zellikleri olan cihazlara sahip firmalardir.

[llumina 1998 yilinda Kaliforniya’da kurulmus genetik calismalar, analizleri ve genomik
teknolojilerde Oncii olan sirketlerden biridir. Yiiksek verimlilik ve yiiksek hassasiyetle

cesitli genom dizileme platformlar1 mevcuttur. Genom dizileme teknolojisinde sentez



tabanli yaklagimi kullanir. DNA ilk olarak fragmente edilir, ardindan adaptdrlerle islenir.
Bu adaptorler DNA parcalarinin amplifikasyonu ve dizilenmesinde kullanilan kisa DNA
dizileridir. Adaptorlerin, DNA parcalarindan kiitiiphane olusturulmasi isleminde
DNA’nin ¢ift sarmal yapisina doniistiiriilmesinde, DNA amplifikasyonunda adaptorler
tizerine bulunan DNA boélgesinin hedeflenerek ¢ogaltilmasinda, flow ceele kiitiiphanenin
baglanmasinda Onemli rolleri vardir. Adaptdrlerle islenen fragmente edilmis DNA
parcalari, flow ceele baglanir. DNA sentez enzimi ile amplifikasyonu gerceklestirilir.
Sentez tabanli sekanslamada, 4 niikleotid de (A,T,G,C) sirayla eklenir ve her eklenme
sirasinda floresan 1s1ma kaydedilir. Bu sekilde 1simalar takip edilerek baz ekleme sirasina

gore bir sekans ¢ikarilir [1].

MGI; 2016 yilinda kurulan Cin’de olan BGI’in yan kurulusudur. Genomik sekanslama,
kitler, cihazlar ve biyoteknolojik ¢6ziimler sunan bir sirket olmakla birlikte, Illumina gibi
oncl firmalardan biridir. Cesitli platformlar1 bulunmakla birlikte, 6ne ¢ikan DNBSEQ
platformlar1 mevcuttur. “DNA Nanoball Sequencing”in kisaltmasi olan DNBSEQ
mevcut dizileme teknolojileri ve platformlardan farkli bir yontem kullanarak ytiksek
verimlilik ve es zamanli ylizlerce Ornegin senkronize dizilenmesini saglayan bir
teknolojidir. DNB olusturma asamasi igin spesifik adaptorler kullanilir ve islenir. Her bir
DNB yogun sayida kopya igeren ve dizilenmeye hazir DNA formunu temsil eder. Ik
olarak DNA fragmentleri tek iplikli forma getirilir sonra DNB olusturulur ve flow celle
yiiklenir. DNB hassas bir form oldugu i¢in yapim asamasi zor olsa da diger dizileme
teknolojilerinden farkli olarak diisiik maliyetlidir, yiiksek dogruluk ve diisiik hata orani
igerir [2].

YND teknolojisi goreceli olarak diger teknolojilere oranla daha yeni bir alan oldugu i¢in
Tiirkiye’de de ¢ok fazla kullanim yerine sahip degildir. Bir¢ok laboratuvarda, arastirma
merkezlerinde yeni yeni oturmus bir diizende kullanilmaya baslanmis olsa da arastirma
ve vaka c¢alismalari igin kanser gibi koklii arastirma alanlar1 kadar yayina sahip degildir.
Ozellikle YND teknolojisinden elde edilen datalarin kiyaslandig, iki farkli teknolojinin
kullanildig1 ¢alismalar sinirli sayidadir. Literatiir taramasinda, Ion Torrent, Illumina,
Roche ve MGI gibi firmalarin YND platformlarinin  kullanilarak data kalite
parametrelerinin karsilastirildigr calismalar mevcut olmakla birlikte; 6rnek sayisinin
kisithiligi, kullanilan kitlerin farkliligi, kiyaslanan data kalite parametrelerinin gesitli
olmamasi gibi belli basli dezavantajlar mevcuttur. Yapilan ¢aligmalar varyant iizerine

yogunlagmis ve genellikle genetik varyasyon analizi yapmak i¢in kullanilan yazilimlarin



(GATK gibi) kiyaslanmas1 gibi alanlara katki saglamistir. Elde edilen ham datanin
kiyaslanmasi ile platformlarin amaca uygun kiyaslanmasina dair az sayida calisma
mevcuttur. Data kalite parametresi olarak literatiir calismalari; Q20,Q30 degerleri,
ortalama derinlik, GC igerigi, duplikasyon seviyesi, okunamayan baz yiizdesi, ortalama
uzunluk gibi parametreleri icermektedir. Q20 degeri 10 hata oranina karsilik gelen
dizilemedeki hata orani olasiligin1 veren bir degerdir. Daha yiiksek Q20 degerleri, daha
az hata orani1 dolayisiyla daha giivenilir dizileme anlamina gelir. Q30 degeri bu olasiligin
107 degeridir. Ortalama derinlik sekanslamak istenen bdlgenin ortalama okuma sayisidir,
bir bolge ne kadar ¢cok okunursa o kadar giivenilir data vereceginden yliksek ortalama
derinlik giivenilir data demektir. GC igerigi, sekanslanan dizideki G ve C’nin yiizdesidir
ve primer etkinligi ve genomik bdlgenin yapisal Ozelligini etkileyebileceginden
onemlidir. Duplikasyon seviyesi, birbirinin aynisi olan okumalarin ya da tekrar eden
okumalarin yilizdesidir. Yiiksek duplikasyon seviyesi, amplifikasyon hatalarini
gosterebilir. Bu yiizden tekrar eden okumalarin diisiik olmasi, daha iyi veri kalitesi ve
daha giivenilir sonuglar olarak yorumlanir. Okunamayan baz yiizdesi ise, belirlenemeyen
veya hatal1 baz ciftlerinin yiizdesidir. Bu yiizde baz kalitesinin diisiikliigii, dizileme hatas1
veya veri igsleme hatalarinin belirteci olarak yorumlanabilir. Bu yiizden daha yiiksek bir
okunamayan baz yiizdesi genomik verilerin giivenilirligini etkileyebileceginden tercih

edilmez [3].

Bu ¢alismamizda ilk olarak; yeni nesil dizileme boélimiimiizde ge¢mis dénemden
giinimiize gelen Onemli genom sekanslama yontemlerinden ve ardindan YND
teknolojilerinden bahsettik. Biz ¢alismamizda iki farkli oncii firmanin iki farkl
sekanslama teknolojisini (Illumina Novaseq 6000 ve MGl DNBSeq G400) kullanarak
diziledigi tiim ekzom sekanslama datasinin belirli data kalite parametrelerine gore
kiyaslanmasin1 gerceklestirdik. Bunu yaparken genis bir alandansa se¢ilmis iki genin gen
bazinda okumasinin kiyaslanmasini yapabilmek i¢in TP53 ve MEFV genlerini datadan
keserek 6zel olarak inceledik. YND teknolojisinin ardindan, tiim ekzom sekanslamanin
ne oldugu/ neden yapildigi ve segilen iki genin rollerinden bahsettikten sonra, segtigimiz
data kalite parametreleri tanittik. Bu data kalite parametrelerini kiyaslarken kullandigimiz
yazilimlari (Python) ve uygulamalart (IGV) tanimladik. Hazirlik kisminda WES
datalarini elde edebilmek i¢in yiiriitiilen laboratuvar ¢alismalarimizi derledik. Ardindan

sonug ve Oneriler kisminda elde ettigimiz 12 Illumina ve 12 MGI datalarinin GC igerigi,



ortalama derinlik ve Q20 degerleri ve bu degerlerin t testi sonucunda istatistiki olarak

degerlendirilmesini sunduk.
1.2 Tezin Amaci

Nasil goziikecegimiz, hangi hastaliklara sahip olacagimiz, hangi hastaliklara yatkin ve
tasiyict oldugumuz, derimizin renginin ne olacagi gibi bir¢ok bilgi DNA'mizda saklidir.
DNA'mizin sifresinin ¢oziilmesi tip alaninda hem tanm1 hem de tedavi i¢in 6nemli rol
oynamis ve hayatimizi kolaylastirmistir. Insan genom projesiyle beraber ilk nesil
dizileme ile baslayan insan genomunun dizilenmesi, su an ikinci ve hatta ii¢lincii nesil
dizileme teknolojileriyle devam etmektedir. Teknoloji ilerledikce baslangic DNA
miktarnin azalmasi, tekrar bolgeleri ve yapisal degisiklikler gibi dizilenmesi zor olan
bolgelerin dizilenmesindeki dogrulugun artmasi, maliyetin azalmasi, dizileme hizinin
artmasi ve ayni anda dizilenen 6rnek miktarinin artmasiyla beraber DNA dizilenmesi

daha kolay ve yapilabilir hale gelmistir.

Bu tezde; farkli firmalara ve farkli teknolojilere sahip iki cihazin (Illumina NovaSeq 6000
ve MGI DNB Seq-G400) tiim ekzom sekanslama datasindaki farkliliklarini gérmeyi
amacladik. Data kalitesi parametreleri olarak fastqc raporlarini kiyaslayarak hem genel
bir kiyaslama yapmay1 hem de bam dosyasindan MEFV ve TP53 genlerini ¢cekerek gen
bazindaki okuma kalitesini karsilagtirarak hangi teknolojinin kiyaslanan kalite

parametrelerinde daha iyi sonug verecegini belirlemeyi amagladik.

1.3 Hipotez

Illumina NovaSeq 6000 ile yapilan tiim ekzom sekanslama datasinin kalitesi MGl DNB
Seq-G400 cihazindan alinan datadan, arastirdigimiz ortalama derinlik, Q20 degeri ve GC
icerigi gibi parametrelerde goreceli olarak daha iyi data kalitesine sahiptir.



2

YENI NESIL DiZiLEME

Insan Genom Projesi, 1990 yilinda baslayip 2003 yilinda biten en biiyiik bilimsel
basarilardan biri olarak diisiliniilen ve bilimde bir¢ok alanda ¢i8ir agilmasina yol acan bir
projedir. Insan genomu dizilenmeden o6nce; ¢ok vyiiksek sayida gen oldugu,
kromozomlardaki gen sayilarinin homojen oldugu ve ayni tiirdeki / tiirler aras1 farkliligin
fazla oldugu diisiiniilmekteydi. Projeden sonra yaklasik 20 bin gen oldugu, protein
kodlayan bdlgelerin tiim genomun yalnizca 9%2’sini  olusturdugu, genlerin
kromozomlarda esit olarak dagilmadig: ve bireyler arasinda genomun %99.9 ayni1 oldugu
farkliligin SNP (single nucleotide polymorphisms)’ler ve CNV (copy number
variants)’lerin olusturdugu ortaya ¢ikmistir. Toplamda 3.1 milyar niikleotid saptanmasina
ragmen bunun sadece %2’sinin protein kodladigini saptandiktan sonra yeni bir olgu olan
alternatif splicing ortaya ¢ikmustir. Alternatif splicing sayesinde; tek bir genden birden
fazla mRNA molekiilii olusturulmaktadir. Gende yer alan ekzon bolgeleri farkli sekillerde
birleserek farkli mRNA molekiileri olusturabilirler. Farkli mRNA’lar farkli proteinler
kodladigindan, az sayida genden nasil bu kadar ¢ok sayida protein meydana getirildigi
aciklanmis oldu. Bu projeyle beraber, insan genomunun dinamik oldugu da 6grenilmis
oldu. Genomun %50’sinin LINE ve Alu sekanslar1 gibi transposable elementler ya da

diger tekrar DNA sekanslar1 oldugu belirlendi [4].

Insan genom projesi Maxam-Gilbert ydntemi, Shotgun dizileme ve Sanger dizileme gibi

yontemlerin beraber kullanilmasiyla tamamlanmistir [5].

2.1 Birinci Nesil DNA Dizileme Yontemleri

2.1.1 Maxam-Gilbert Yontemi

Maxam-Gilbert yontemi adin1 yontemi bulanlardan alan bir DNA dizileme yontemidir.
Allan Maxam ve Walter Gilbert tarafindan gelistirilen bu yontemde; DNA belirli

kimyasallarla modifiye edilir ardindan spesifik bazlarla kesilerek, dizisi belirlenir.

DNA’da bulunan piirinler (Adenin ve Guanin) dimetil siilfat, primidinler (Sitozin, Timin
ve Urasil) Hidrazin ile kirilirlar. Hangi bazin kirilacagi ortamin pH durumuna gore

belirlenir. Pirinler dimetil siilfat ile kirilirken; eger ortam bazik ise Guanin bazindan,



asidik ise Adenin bazindan kirilir. Ayn1 sekilde primidinler hidrazin ile kirilirken yiiksek
tuz derisimi ve bazik ortamda sitozinden kirilir ve zinciri kirmak i¢in kullanilan kimyasal
ise Piperidin’dir. DNA c¢ift iplik¢igi ayrilir ve dizisi saptanacak olan DNA, 5’ucundan P
ile etiketlenir ya da floresan bir boya ile boyanir. Toplamda 4 tlip hazirlanir, her tiipte
farkli bazin kirilmasi icin tepkimeler gerceklesir. Ardindan jel elektroforezinde
yiriitiilerek, kisa olan fragmentten yani alttan baslayarak baz dizilisi saptanir [6]. Tablo

2.1.’de kullanilan kimyasallar ve bu kimyasallarin hangi bazin kesimi i¢in kullanildig:

verilmistir.
Tablo 2.1 Maxam-Gilbert Kimyasallar1
Baz Kimyasal modifikasyon i¢in kullanilan kimyasal
Guanin Dimetil siilfat
Adenin+ Guanin Asit
Sitozin + Timin Hidrazin
Sitozin Hidrazin+Baz

Maxam-Gilbert yontemi; nispeten karmasik teknige sahip olmasi, tehlikeli kimyasallarin
kapsamli kullaniminin gerekliligi, 500'den fazla baz c¢iftinin analiz edilmesi i¢in

kullanilamamasi gibi dezavantajlara sahiptir [7].
2.1.2 Shotgun Dizileme

Bu yontem Sangerle ya da diger yontemlerle dizilenemeyen uzun DNA dizileri i¢in
kullanilan, insan genom projesinde de biiylik rol oynayan yontemdir. Biiyiik boyutlardaki
DNA parcalari BAC (Bacterial Artificial Chromosomes) ve YAC (Yeast Artificial
Chromosomes) gibi vektorler kullanilarak dizilenir. ilk olarak hiicrelerden DNA
izolasyonu gerceklestirilir, ardindan DNA random olarak restriksiyon enzimleriyle
fragmente edilir (300-800 bp). Bakteri ve maya gibi vektorlere insert edilip uygun
konakgilara klonlanir. Ardindan elde edilen diziler cogaltilarak Ortlisen dizilerle,
dizilenmek istenen orijinal dizi elde edilir [8]. Tablo 2.2°de elde edilen kisa sekanslarin

birlestirilerek nasil tek sekans edilebilecegi verilmistir.

Tablo 2.2 Shotgun dizileme ile elde edilen sekanslarin okunmasi 6rnegi

Orijinal Dizi ACTGGCATTGCAAGCT
Elde edilen ilk sekans ACTGGCATTGC.....
........... AAGCT
Elde edilen ikinci sekans ACTGGCA.........
.......... ATTGCT
Birlestirilmis sonucu ACTGGCATTGCAAGCT




Shotgun dizileme yontemi daha uzun DNA'larin fragmente edilerek dizilenmesi imkani
sagladigindan avantaja sahip olsa da, referans genomu gerektirmesi, tekrarlayan dizileri
bir araya getirmede eksik kalmasi, bilgisayar islem giiciine fazla ihtiyag duymasi ve
tekrarlayan bolgeler yiiziinden montaj asamasindan hataya agik olmasi gibi

dezavantajlara sahiptir [9].
2.1.3 Sanger Sekanslama

Sanger Sekanslama ismini Frederick Sanger’den alan uzun yillar boyunca kullanilan en
yaygin DNA sekanslama yontemidir. Normal PZR reaksiyonuna dNTP’lerin yani sira
ddNTP’lerin eklenmesiyle gergeklestirilir. DANTP'ler (di-deoxynucleotide triphosphates)
dNTP’lerin modifiye edilmesiyle elde edilir. Normal dNTP’lerden farki, 3’-OH
gruplarinin olmamasi ve floresan (veya radyoaktif) isaretli olmalaridir. Zincir sonunda
3’-OH grubu olmamasindan dolay1 iki niikleotit arasinda fosfodiester bazi olugsmaz ve
yanina baska baz gelememesinden dolay1 sekanslama sona erer. Bu nedenle, Sanger
sekanslama zincir sonlandirma yontemi olarak da bilinir. Maxam-Gilbert yontemindeki
gibi yine dort tiip hazirlanir, her tiipe dNTP’ler, primerler, buffer, DNA polimeraz
koyulur, ardindan her tiipe bir tanesi denk gelecek sekilde ddNTP’ler eklenir.
Sekanslamanin devam edebilmesi ve degisik boyutlarda sekans verisi elde edebilmek i¢in
eklenen ddNTP’lerin miktarinin dNTP’lerden daha az olmasi gerekir. Reaksiyon
tamamlandiktan sonra, kapiller jel elektroforezi asamasi gergeklestirilir. Jeldeki goriintii
yine shotgun dizilemedeki gibi asagidan yukari (kisa fragmentten uzun fragmente) dogru

siralanir ve dizileme saglanir.

Eski teknikte kullanilan radyoaktif isaretleme yonteminin tagidigi risk {izerine teknik
gelistirilerek floresan isaretlenilse de Sanger yontemi belirli kisitlamalar ve

dezavantajlara sahiptir.

e Sanger dizileme 300-1000 bg araliginda sadece kisa fragmentleri dizileyebilir.

o Dizi kalitesi ilk 10-40 bazda iyi degildir ¢iinkii primerin denk geldigi bolgedir, disiik
kaliteli bolgeler Phred gibi kalite tahmini yazilimi1 kullanilmas: gerekir ve okuma
kalitesi agisindan siiphelidir.

e Shotgun gibi klonlama yonteminin kullanildigi sekanslamadan sonra Sanger ile
dizinin belirlenmesi istenirse, dizileme vektoriin pargalarini da icerebilir.

e Sekans kalitesi 700-900 baz okumasindan sonra diiser [10].



Insan genom projesinde bir arada kullanilan Maxam-Gilbert yontemi, Shotgun
Sekanslama ve Sanger Sekanslama gibi birinci nesil dizileme (first generation
sequencing) olarak adlandirilan yontemler giiniimiizde hala bazi alanlarda nadiren ya da
belirli bir degisimi dogrulama i¢in kullanilmalarina ragmen; uzun zaman almasi, maddi
olarak pahaliya mal olmas1 ve tekrar bolgeleri gibi sekanslamasi zor olan bdlgelerdeki
basarisizliklari, tek basmna insan genomu gibi uzun ve kompleks sekanslari
dizileyememeleri gibi zorluklar1 nedeniyle yerini yeni nesil dizileme (ikinci/tigiincii nesil

dizileme) olarak adlandirilan yeni teknolojilere birakmustir.
2.2 Yeni Nesil Dizileme

[k béliimde anlatilan, birinci nesil dizileme ydntemlerinin (Maxam-Gilbert, Shotgun ve
Sanger dizileme) insan genomu gibi uzun ve tekrarlayan bolgelerin, tek niikleotid
polimorfizmlerin ve kopya sayisi degisimlerinin varligi nedeniyle karmasikligindan
dolay1 dizilenmesi zor tiirlerde kullanilamamasi, belirli boyutta DNA’nin sekanslanmasi,
kullanilan kimyasallarin riski, zaman ve nakit kayb1 olmasi gibi dezavantajlarindan sonra
hizlica gelisen ve biiyiik etki uyandiran yeni nesil dizileme teknolojileriyle beraber insan
genomu gibi kompleks DNA’larin dahi dizilenmesi giinler siirmeden daha uygun fiyata
dizilenebilir hale gelmistir. Yeni nesil dizileme teknolojisi PZR yontemi emiilsiyon PZR’1
ve koprii PZR’1 olarak ikiye ayrilirken, dizileme olarak pirodizileme (sentez yoluyla
dizileme), ligasyon yoluyla dizileme, ion semikonduktor (proton deteksiyon) dizileme
olarak ti¢ smifa ayrilir [8]. PacBio dizileme ve Nanopore dizileme gibi yontemler de

tigtincii nesil dizileme olarak siniflandirilir.

2.2.1 'YND Cahisma Prensibi

YND teknolojisi dizileme teknolojisi olarak cihazlara gore farklilik gosterse de temel
olarak 3 asamada gerceklestirilir; drneklerin hazirlanmasi, niikleik asit dizilenmesi ve
data analizi. Orneklerin hazirlanmas1 asamasinda; platformun farkliligma gore dizilemek
istenen baslangi¢c materyali DNA veya RNA ornekleri izole edilir. Ardindan elde edilen
ornekler fragmente edilerek platformun uygun oldugu sablon boyutuna uygun olarak
ayarlanir. Adaptor ligasyonu gergeklestirilerek mikrogip, mikrobead ya da nanowell gibi
kat1 yiizeylere tutunmasi kolaylastirilir ya da sirkiiler yapt haline getirilir. Ardindan
dizilemek i¢in yeterli kopyaya sahip olmak adma her sablonun amplifikasyonu
gerceklestirilir. Kiitiiphaneler yalnizca bir ugtan (tek uglu okuma) ya da iki u¢tan okuma

(esli uclu okuma) ile dizilebilir.



2.2.2 ikinci Nesil Dizileme

Maxam-Gilbert ve Sanger metodu ile sinirli boyutta sekansin yapilabilmesi, sinirli sayida
ornegin sekanslanabilmesi, zaman sikintis1 ve zahmetli hazirliklar gibi kisitlamalardan
sonra yeni yontemler aranmistir. Birden ¢ok 6rnegin es zamanli sekanslanabilecegi, daha
az maliyetle caligilabilecegi ve dogrulugunun yiiksek olup daha az zaman harcayarak

sekanslanabilecegi bir yontem olarak YND teknolojisi olusturulmustur.

223  Pirodizileme (Pyrosequencing)

1996 yilinda bilim insanlar1 tarafindan (Ronaghi ve ark.) sentez yoluyla dizileme
prensibine dayanan bu dizileme yontemi Sanger yonteminden sonra yiiksek drnek sayisi
ve es zamanh dizileme imkani1 saglamasiyla dikkat ¢ekici bir yontem olmustur. DNA
sentez isleminde yeni bir baz eklendiginde dizinin sonundaki fosfat grubu (PPi) ayrilir.
Bu fosfat grubu bir enzimatik reaksiyonu tetikler ve ardindan 1smma kaydedilir.
Pirodizilemede dATP yerine doaATP kullanilir ¢iinkii dATP bir substrat olarak gorev

yapar ve ortamda bulunmas1 halinde false pozitif 1s1malara sebebiyet verebilir [11].
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Sekil 2.1 DNA sentezi sirasinda agiga ¢ikan fosfat gruplari

Acgi18a cikan fosfat gruplari adenozin 5 fosfosiilfat (APS) enzimi ile birleserek ATP
stilfiirilaz enzimi yardimiyla ATP’ye doniistiiriiliir. Bu olusturulan ATP’ler lusiferin ile

birleserek lusiferaz enzimi yardimi lusiferini oksitler ve oksolusiferin meydana gelir.



Lusiferin oksitlendiginde 1s1ma meydana gelir ve bu 1s1ma kaydedildiginde, sekanslama
islemi sirasinda eklenen bazin diziye eklendigi dolayisiyla fosfat grubunun ayrildigr ve
sekans sirasinin o bazda oldugu tespit edilir [11]. Tek seferde tek baz eklendiginden bazin
tespiti de 1sima ile yapildigindan karismasi olasi degil, giivenilirdir. Sanger
sekanslamadan sonra tek bir dongiide uzun okuma verdiginden tercih edilir olsa da bu
yontemde hata okuma ve bulma sistemleri olmadigindan giivenilir data elde
edilememektedir. Sentez yoluyla dizileme metodunu en ¢ok ILLUMINA cihazlarinda

kullanir. Thermo Fisher ve Pacific Bioscieces gibi firmalarinin da platformlar: mevcuttur.
2.2.4 Ligasyon ile Dizileme

Bu yontemde floresan ile igaretlenmis oligoniikleotid dizilerinin prob olarak kullanimi
gerceklestirilir. Bu problar farkli farkli uzunluktadir. DNA ligaz enzimi kullanilir ve
problar primerle ligasyona ugrar. Floresan 1s1ma ligasyon meydana geldiginde olur ve
1s1ma alindiginda hangi probun 1s1ma yaptig1 kaydedilerek sekans belirlenir. Bu 1s1may1
kayit edebilmek i¢in farkli problar belirli sirayla eklenir. Ligasyondan sonra probtaki 3
baz ve floresan 1s1ma yapan boya igeren kisim atilir ve 1s1ma yapmaz [11]. Dolayisiyla
bir sonraki 1s1ma engellenmemis olur. Oxford Nanopore Technologies ligasyon ile
dizileme prensibini kullanir ve GridION, MinlON gibi platformlar1 mevcuttur. Sekil
2.2°de ligasyon yoluyla dizileme yontemi resmedilmistir.
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Sekil 2.2 Oligo ligasyonu saptama yoluyla sekanslama (SOLID) [12].
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2.2.5 Tyon semikonduktor ile Dizileme (lon Torrent)

DNA sekansi sirasinda, niikleotid eklendiginde agiga ¢ikan H™ iyonlarinin serbest
kalmasiyla pH degisir. Bu pH degisimiyle H" iyonunun a¢i8a ¢iktig1 dolayisiyla sekansa
yeni niikleotid eklendigi saptanmuis olur. Niikleotidler sirayla eklenir ve pH degisimi takip
edilir [13]. Bu prensibi Thermo Fisher Scientific kullanir ve Ion Proton, Ion PGM gibi

platformlar vardir.
2.2.6 Uciincii Nesil Dizileme (Tek Molekiil Dizileme)

Yeni nesil dizileme teknolojisi, Sanger sekanslama, Shot-gun dizileme ve Maxam-Gilbert
sekanslama gibi birinci nesil dizileme yontemlerinin zahmetli hazirliklar, kisa dizileme
alani, uzun siireli sekanslama gibi problemlerine ¢6ziim getirmis olsa da kisa okuma
sekanslamasi yaptig1 i¢in hala birtakim dezavantajlara sahiptir. Kisa okumalar meydana
geldigi icin, tekrar bolgeleri ve yapisal degisiklikler gibi sekanslanan alanlarin analizleri
icin bir¢ok biyoinformatik araglar ve karmasik islemlerin ardindan bir sekans ¢ikarilir.
Ve bu da cihazlardan ¢ikan datanin analizini zorlastirir ve siiresini uzatir. Biiyiik genomik
bolgeler sekanslanirken parca parca sekanslanip siralama icin dogrulugu da
sorgulanabilir. Ikinci nesil dizilemenin birtakim dezavantajlarma {iciincii nesil dizileme
ile ¢6ziim bulunmustur. Bunlardan bazilari; tekrar bolgeleri ve yapisal degisiklikler gibi
dizilenmesi ve align edilmesi zor bolgelerin parca parga dizilenip siralama agamasi igin
cesitli biyoinformatik yontemlerle calisilmasindan tek parca halinde okunarak siralama
yapilmas1 adiminin atlanmasi liglincii nesil dizilemenin bir avantajidir. Ve bu avantaj ayni
zamanda dogrulugu artiran da bir avantajdir. Ugiincii nesil dizilemelerin hata oranlar:
daha azdir ve yliksek dogruluk seviyelerine sahiptir, genetik varyasyon ve hastaliklarin
daha hassas tespitine olanak saglar. Yine aymi sekilde, ikinci nesil dizilemelerde
sekanslama bittikten sonra analiz edilebilip datalara erisilebilirken, figiincii nesil
dizilemelerde ger¢ek zamanli dizileme yapilir. Dolayisiyla datalara erisim i¢in runin
bitmesinin beklenmesine gerek yoktur ve bu da analiz i¢in zaman kaybini azaltmis olur.
Ucgiincii  nesil dizileme yontemleri, metilasyon gibi epigenetik degisikliklerin
belirlenmesinde de daha iyidir. Bu da epigenetigin rol oynadig: hastaliklarin teshisi i¢in
daha giivenilir bir olanak saglar. Tiim bunlarla birlikte, ti¢incii nesil dizileme daha yiiksek
dogruluk, daha giivenilir data, daha yiiksek veri eldesi ve epigenetik gibi alanlarin dahli
ile daha kapsamli analiz imkam sunar. Ugiincii nesil dizileme metodu da sentez ile
dizileme, nanopora dayali ve tek molekiillii gercek zamanli dizileme ve ligasyon bazli

dizileme olmak iizere ¢esitli teknolojileri kullanir. Ikinci nesil dizileme teknolojilerinden
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farkli olan nanopore dizileme; DNA, RNA ve protein dizilemede kullanilir. Nanopore bir
proteindir ve nano boyutta olmasindan dolayr ve iginde por seklinde bir bosluk
olmasindan dolay1 bu isme sahiptir. DNA molekiiliindeki dort niikleotid de birbirinden
farkl1 oldugu i¢in pordan gegerken olusturdugu akim farkli olur ve por igerisindeki gegis
sirasinda bu voltaj farkiyla tespit saglanir [14]. Oxford Nanopore Teknolojileri, Pacific

Biosciences ve Illumina TruSeq platformlari bu teknolojileri kullanan firmalardir.

2.3 Tim Ekzom Sekanslama

Tim ekzom sekanslama; organizmada tiim genlerde ekzon olarak adlandirilan protein
kodlayan bolgelerin sekanslandigi bir testtir. Genler ekzon ve intron olmak iizere 2
segmentten olusur. Ekzonik bolgeler protein kodlanan bdlgeler olmakla birlikte, intronik
bolgeler diizenleyici rolleri iistlenir. Protein kodlayan bodlgelerde meydana gelen
mutasyonlar proteinin kodlanmasini etkileyeceginden ekzonik bolgede meydana gelen
mutasyonlar, delesyon ya da insersiyonlar daha hayatidir. Tiim ekzom sekanslamanin
amaci, proteinlerin olusmasinda rol oynayan bu bdlgelerin sekanslanip herhangi bir
mutasyonun meydana gelip gelmedigini dolayisiyla o gen tarafindan kodlanan proteinin
viicut i¢inde iretiminde mutasyon nedeniyle herhangi bir sorun olup olmadigimn tespit
etmektir. Bazi genlerin ekzonik bdlgelerinde meydana gelen mutasyonlarin hangi
sendrom veya hastaliga sebebiyet verdigi bilinmektedir. Ornegin; FBN1 geninde
meydana gelen mutasyonlarin Marfan Sendromuna, MEFV geninde meydana gelen
mutasyonlarin ailesel akdeniz atesine ve BTD geninde meydana gelen mutasyonlarin
biotinidaz eksikligine neden oldugu bilinmektedir. Bazen bireylerin sikayetleri ve
fenotiplerine gore bazi tanilardan siiphelenilebilir, ancak bunun i¢in genotiplerine yani
genlerinin sekanslanilmasina da ihtiya¢ duyulur. Ornegin; kalp, gdgiis ve iskelet sorunlari
olan bir bireyde, fenotipiyle yorumlandiginda marfan sendromundan siiphelenilip FBN1
gen analizi yapilabilir. Ancak bir¢ok kas ve sendromun fenotipik 6zellikleri de bu
ozellikleri karsilayabilir. Dolayisiyla tek sendroma, tek hastaliga iligkin genlerin
sekanslanmasindansa tiim genlerin ekzonik bdlgelerinin sekanslanilmasi daha
avantajlidir. Bu tan1 veya tedavi i¢in gézden bir sey kagirilmamasina olanak tanir. Ya da
hastanin su an degilse bile ileride olabilecegi hastaliklar, ailesinde hastalik dykiisii oldugu
i¢in yatkinlik durumu ya da evlendiginde veya ¢cocuk sahibi olmak istediginde risk faktorii
olabilecek durumlarin Ggrenilebilmesi i¢in tiim ekzom sekanslama testleri

onerilmektedir. Tiim ekzom sekanslama testleri, tiim ekzonik bolgeleri sekanslarken,
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yapilan bir¢cok c¢alisma Onemli olan alanlarin sadece ekzonik bolgeler olmadigini
gostermistir. Dolayistyla bazi genlerde intronik bolgelerde meydana gelen mutasyonlarin
da gerek diizenleyici rollerinden gerek 6nemli RNA bazli bilesenlerin alt yapisini
olusturmalarindan 6nemli olduklar1 saptanmistir. Bu bulgular intronik bdlge
degisimlerinin (insersiyon/delesyon veya mutasyonlarin) tespitini de nemli kilmigtir. Bu
bulgular sonucunda da tim ekzon sekanslamanin yan1 sira yeni bir yaklasim olan tim

genom sekanslama teknolojisi yayginlagsmaya baslamistir.

Tim genom sekanslama teknolojisinde, tiim ekzom sekanslama teknolojisinin yani sira

intronik bolgeler de amplifiye edilmektedir.
2.3.1 TP53 Geni.

TP53 (Tumor Protein P53) geni, tiimor baskilayici olarak rol oynayan p53 proteinini
kodlayan gendir. TP53 insan tiimérlerinde en sik degisen ve genomun bekgisi olarak
isimlendirilen gendir. Insan genomunda 17.kromozomda 17p13.1 bdlgesinde bulunur. 15
kadar p53 protein izoformu kodlar. P53 proteini bir transkripsiyon faktorii ve timor
baskilayicidir. Rol aldig1 bir¢ok hiicresel siire¢ vardir. Bunlardan bazilari; DNA tamiri,
apoptozis, hiicre dongiislinlin diizenlenmesi, senesans diizenlenmesi ve angiogenez
diizenlenmesidir. Kanser olusumunun baslangicindan sonuna kadar rollere sahiptir.
Tiimor baskilayici oldugundan, iki kopyasinin da mutasyona ugramasi sonucunda islev
goremez hale gelir ve bircok hiicresel islev duraksama ve aksama noktasina gelerek

kanser olusumu gibi ciddi sonuglar dogurabilir.

P53 proteini, hiicre dongiisiiniin G1 evresinde rol oynar. G1 fazindan S (sentez)
asamasina gecisi diizenleyerek hazir olmayan ya da bozuk olan DNA’nin
sentezlenmemesi, metabolik hazirhgin tam oldugunda gecisin saglanmasi gibi rolleri
vardir. Eger DNA’da bir hasar mevcutsa, mutasyona ugramamis TP53 geninin proteini
p53, G1 fazinda hiicre dongiisiiniin ilerlemesini durdurarak, S fazina gecisi duraklatir.
DNA hasart olmasi durumunda p53 DNA tamir mekanizmalarint etkinlestirerek bu
hasarin onarilmasini ve bozuk olmayan DNAnin sentezlenmesine olanak verir. Tiim bu
stirecler bagariyla sonlanmadiysa ve DNA tamir edilemiyorsa, yine mutasyona
ugramamis bir p53 proteini bu sefer hiicreyi apoptoza yonlendirir. Ciddi stres
durumlarinla ve DNA hasarlarinda hiicreyi planl hiicre 6liimiine girmesi i¢in uyararak
kontrollii 6limi saglar. Bu da bozuk DNA’I1 yogun stresli bir hiicrenin boliinmesinin

durdurulmasina ve potansiyel kanserlesmenin 6nlenmesine olanak tanimis olur [15].
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Sekil 2.3’te p53 proteinin rol aldig1 yolaklar ve etkilesime girdigi diger genler/proteinler

verilmisgtir.

: #{Stres- Dig faktorler
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Sekil 2.3 TP53 geninin kodladigi p53 proteinin rol aldig1 mekanizmalar.
2.3.2 MEFV Geni.

MEFV (Mediterranean Fever) geni, pyrin veya geni ile ayni isimde de anilan MEFV
proteinini kodlar. MEFV geni 16.kromozomda yer alir ve bizim iilkemizde de yaygin
goriilen Akdeniz atesi olarak bilinen ve FMF (Familial Mediterranean Fever) olarak
anilan bir hastalik i¢in resesif kalitim gdsteren bir gendir. Isminden de anlasilacag gibi
ates, karin, eklem ve gogiis agris1 gibi semptomlara neden olur. MEFV geni bilinen bir
fenotiple iliskili ve protein kodlayan bir gen oldugundan, MEFV geninde meydana gelen
mutasyonlar FMF hastaliginin temelinde yatan mekanizmayla dogrudan iligkilidir. Basta
enfeksiyonla savasan notrofiller olmak {izere bazi immiin sistem hiicrelerinde transkribe
edilir. Doku hasar1 ve bu hasara tepki inflamasyonun diizenlenmesi, nétrofillerin
inflamatuar yanit i¢in dogru hareket edip yanit1 diizenlemesi gibi rolleri mevcuttur. Ancak
MEFV geninde bir mutasyon meydana gelirse, MEFV proteini de islevini yerine
getiremez ve immiin hastaliklar, akut karin agrisi, ates gibi semptomlarla mutasyonlu

bireyler kendini gosterebilir [16].
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Sekil 2.4 MEFV geni hiicresel islevleri. (BAGIS, 2020)
2.4 Data Kalite Parametreleri

DNA sekans datalariin kalite kontrolii laboratuvarda kiitiiphane hazirlama asamasi,
sekanslama agamasi ve data analizi agsamasi olmak iizere 3 basamakta gergeklesmektedir.
Data kalitesini ilk olarak etkileyen baslangi¢c materyali olan DNA/RNA’nin Kalitesidir.
DNA’nin kalitesini etkileyen birgok faktor bulunmaktadir. Hastadan aliman kanin
konuldugu EDTA’11 tiipiin pH’1, inkiibasyon sicakligi ve zamani, EDTA’ ’nin miktari,
hastanin kaninin alinma sekli ve laboratuvara ulasirken ki tasima kosullar1 dahi girig
materyali olan DNA’nin kalitesini etkileyebilmektedir. Baz1 teknolojiler giris materyali
olan DNA’y1 degrade olarak ¢aligsa da lllumina NovaSeq 6000 platformu 350-600 bg
araliginda DNA 6rneklerini tercih ederken, MGI DNBSeq 6400 platformu ise 300 bg ile
1 kb araliginda DNA 6rneklerini tercih eder. Ancak kiitiiphane hazirlig: sirasinda tercih

edilen protokol nedeniyle bu boyut farkli optimize edilebilmektedir.

Kiitiiphane hazirlig1 yapilirken; giris materyali kontrolii, fragmantasyon ve ug-yenileme
isleminden sonraki boyut kontrolii, adaptor ligasyonu yapildiktan sonraki boyut kontrolii
ve boyut se¢ilimi, kiitiiphane normalizasyonu ve kuantifikasyonu agamalarinda yapilan

kontrol, YND datasinin kalite kontrolii i¢in kritik adimlardandir.

Kiitiiphane hazirligi sirasinda YND icin gerekli olan minimum miktardaki DNA
degerinin mevcut olup olmadigi DNA izolasyonu asamasindan sonra florometrik (Quibit)
ya da spektrofotometrik (Nanodrop) kullanilarak ya da baslangi¢ materyali i¢in beklenen
boyutta olup olmadigi ya da DNA’nin degrade halde olup olmadig:i kapiller jel
elektroforezi yardimiyla kontrol edilmelidir. Fragmantasyon ve adaptoér ligasyonu

asamalarindan sonra elde edilen fragmanlarin istenen boyutta olup olmadigi, adaptorlerin
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baglanip baglanmadig: gibi kritik asamalar kapiller jel elektroforezi ile teyit edilmelidir.
Sekanslamadan 6nce Bioanalyzer ile YND kiitiiphaneleri, girig boyutunun beklenen gibi
olup olmadigi ve adaptér dimerleri ile kontaminasyonun olup olmadigi kontrol

edilmelidir.

Sekansa baslamadan onceki kiitiiphane hazirligi kontrollii ilerledikten ve uygun sekans
programi se¢ilip cihaz ayarlandiktan sonra elde edilen datanin iyi olup olmadig ise gesitli
analiz programlar1 kullanilarak teyit edilebilmektedir. Bu programlara; FASTX-Toolkit,
NGS QC Toolkit, TagDust, SIMPLEX, PRINSEQ o6rnek verilebilir®. Datalarda kontrol
edilen baz basi sekans kalitesi, kalite skorlari, GC kontenti, bilinmeyen (N) baz okunma
orani, sekans uzunlugu dagilimi, duplikasyon seviyesi, overeksprese edilmis sekanslar,
adaptor kontenti ve kmer kontenti gibi parametrelerin datanin kalitesinin teyidi i¢in

kontrol edilmesi gerekmektedir.
2.4.1 GC igerigi

GC icerigi DNA’y1 daha kararli yapan, GC orani arttikga DNA nin erime noktasini artiran
bir parametre olmakla birlikte, GC igerigi yliksek dizilerin dizilenmesi de bir o kadar
giiclik ¢ikarmaktadir. GC zengin bolgelerin stabilitesini artiran sey aradaki hidrojen
bagindan ¢ok, baz istiflemesi ile olan etkilesimlerdir. PZR islemi i¢in tasarlanan
primerlerde de GC igerigine dikkat edilir ve GC igerigi yiiksek olan primerler
tasarlanmamaya c¢aligilir. Ciinkii ne kadar GC igerigi yiiksek olursa, DNA’y1 denatiire
etmek i¢in gereken 1s1 o kadar yiiksek olmalidir. GC stabiliteyi artirdigindan, ekstrem
sicakliklarda yasayan canlilarin genomunda GC kontentinin daha yiiksek oldugu
goriilmiistiir. GC igerigi zengin bolgeler, ikincil yapilar, self-dimer, cross-dimer ve
hairpin loops yapilarini olusturma egilimi yliksek olan bolgeler oldugundan bu sekilde
denatiirasyonlar1 zor olup uzun siire birikebilirler. GC igerigi bu gibi 6zelliklerinden
dolay1, sekanslama datasinin kapsamini etkileyen bir faktordiir. Cok yiiksek ya da ¢ok
diisik GC icerigine sahip olan bdlgelerde kapsama orant 6nemli derece etkilenip
azalirken, ortalama bir GC igerigine sahip bolgelerin ise kapsami 1yidir. GC igeriginin
ortalama %50-60 olmas1 beklenir. %30-40 GC igerigi az iken, %70-80 ise yiiksek olarak
degerlendirilir. Dolayisiyla bu oran AT zengin bolgelerde GC igerigi arttiginda kapsamin
artmasiyla sonuclanirken, GC zengin bolgelerde GC igerigi arttiginda kapsamin
azalmasiyla sonuglanir. Bu kapsamin azalmasi engelini asmak i¢cin PZR adimlarinin
atlanmas1 gibi bir secenek sunulabilir, bunun i¢in de daha biiylik DNA girisi
gerekmektedir [18]. Sekanslanan datalarin GC igerigini incelemek igin, fastqC (fast
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quality control) kullanildi. FastqC; fastq datasinin analizini yapan bir yazilimdir. FastqC
raporunda datanin kalitesi hakkinda baz kalitesi, niikleotid dagilimi, adaptor kirliligi,

kopya sayisi, GC igerigi gibi bir¢ok bilgiye sahip olabiliriz.
2.4.2 Ortalama Derinlik

Ortalama derinlik, datalarin giivenilirligini ve dogrulugunu artiran bir kalite
parametresidir. Okunan her bir bazin okunma sayisint yani o niikleotidin dizilenme
sayisin1 verir [19]. Dolayisiyla daha yiiksek bir ortalama derinlik, o bazin daha ¢ok
okundugu anlamina gelir. Referans genom ile kiyaslayarak data analizi yapilirken tespit
edilebilecek olan tek niikleotid varyantlar1 (SNV), insersiyon ve delesyonlar gibi
degisimlerin dogrulugu o degisim bdlgesinin fazla okunmus olmasiyla daha yiiksek bir
dogruluk kazanir. Sekanslanan alanlarin tamamindaki bu okuma sayisinin ortalamasi
ortalama derinligi verir. Tiim ekzom sekanslama datalarinda elde edilmek istenen
optimum ortalama derinlik aragtirma amacina gore degisiklik gostermektedir. American
College of Medical Genetics and Genomics (ACMG) gibi kuruluslarin kilavuzlarina gore
en az 30x kapsama Onerilir [20]. Bu da her bir bazin ortalama olarak en az 30 kez
okunmasi anlamina gelmekle birlikte, varyantlar okunurken okuma kalitesi kotiiliigiinden
varyant kaybini Onleyerek daha giivenilir bir data saglar. Bununla birlikte, somatik
mutasyonlar gibi okumasi germline mutasyonlardan daha az olan mutasyonlar da
saptanmak istenebilir. Somatik mutasyonlar, germline mutasyonlar gibi her hiicrede
olmadig1 sonradan cevresel faktorlerle meydana geldigi i¢in hiicrelerdeki miktar
germline kadar olmadig1 i¢in, okuma sayis1 da ona oranla az olur. Bunun i¢in normal bir
datada istenen kapsam 30x iken, somatik mutasyon isteniyorsa 50x veya daha yukari
cikarilabilir. Calismanin amacina, ulasilmak istenen dataya goére runda ayrilan alanin
artirtlmasi ile okuma sayisi artirilabilir ve ortalama derinlik artirilarak daha giivenli bir

data elde edilebilir.

Bununla birlikte datalarin ortalama derinligi, kapsam ile karistirilmaktadir. Bir datanin
ortalama derinligi, sekanslanan bolgedeki her bazin okunma sayisinin ortalamasidir. Bir
datanin kapsami ise, o bolgenin yiizdesini temsil eder. Yani; sekanslanan bdlgenin ne
kadar derinlige kadar sekanslandigi anlamina gelir. Eger bir datanin kapsami %80 ise,
sekanslanmak istenen bolgenin %80’inin sekanslandigi anlamina gelir. Iki kalite
parametresi de birbiriyle iligkili olmakla birlikte farklt kavramlardir ve

karistirllmamalidir.
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2.4.3 Q20 Degeri

Q degeri hatali baz okuma olasiligiyla hesaplanan, “Phred Quality Score” olarak da
adlandirilan bir data kalite parametresidir. Q degeri -10loglO(e) formiiliiyle
hesaplanirken, ‘€’ baz okunurken tahmini yanlis okunma olasiligidir. Genel olarak data
kalite parametresi olarak kullanilan Q20 ile Q30 degeridir. Q20 degeri; her 100 bazda 1
hata oranin1 gosterirken; Q30 degeri her 1000 bazda 1 hata oranini gosterir. Bu yiizden
de Q30 degeri YND i¢in data kalite parametreleri arasinda kabul edilen bir dlgiittiir. Biz
bu calismada Q20 degerini hesaplayarak 100 bazda 1 hata oranini hesapladik. Daha kiiciik
alanda 1 baz yanlislik orani hesaplandigindan hassasiyeti Q30’a gore daha az olmakla ve
daha az kaliteyi belirtmekle beraber; Q20 degeri de bir¢ok ¢aligmada kullanilan bir kalite
parametresidir. Bir¢ok arastirma ve uygulama i¢in Q20 degeri de gegerli olup, diisiik

derinlikli data setlerinde kullanilabilir.

Q20 degeri logaritmik bir hesaplama ile bulundugundan; hata oraninin diisiikliigii Q20
degerinin yliksekligi anlamina gelmektedir. Yani daha yiiksek bir Q20 degeri daha diisiik
bir hata oranina dolayisiyla daha giivenilir bir data setine isaret eder. Diisiik bir Q20
degeri ise datanin giivenilirligini diisliren bir etmendir. Diisiikk Q20 degeri, yanlis pozitif
sonuclara da yol agabilen siralama kalitesinin diisiik oldugunu gosteren bir belirtectir.
Yiiksek bir Q20 degeri; 100 bazda 1 okunan hata oranmin diisiik oldugunu
gosterdiginden, tercih sebebidir [21].

2.4.4 1GV (Integrative Genomics Viewer)

Data kalite parametrelerinin yani sira; sekanslanan datanin gozle goriiliir sekilde kag kere
okundugu; o lokasyonda hangi bazin okundugu, varyant var ise heterozigot/homozigot
olma durumu gibi birgok konu IGV adi verilen bir program yardimiyla

gorsellestirilebilmektedir.

MGI ya da Illumina gibi YND cihazlarindan ¢ikan datalarin ilk formati Fastq formatidir.
Sekil 2.5’te verildigi gibi fastq formati sirastyla BAM ve VCF dosyalarina doniistiiriiliir.
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Sekil 2.5 Ham data fastq formatinin dondstiiriilmesi

Fastq dosyas1 her biri dort satirdan olusan bir formattir. Bu dort satir, tanimlayici, DNA
sekans, isaret ve kalite skorundan olusur. ilk satirda yer alan tanimlayici; her kayitin
basinda yer alir ve benzersizdir. Her sekansin hangi drnege ve hangi dizileme aleti ile
yapildig1 hakkinda bilgi icerir. Genellikle @ ile baslar, okumanin hangi ornege ait
oldugunu belirlemek i¢in bir kod veya dize icerebilir. Tanimlayicilar enstriiman adi, runin
adi, flow cell ID'si, flowcelldeki lane numarasi, x ve y koordinatlari, indeks sekanslari
gibi spesifik bilgileri icerir. Sekans, okunan DNA dizisini yani niikleotid dizilisini ifade
eder. YND datalar1 genellikle birden fazla 6rnegi igerir. Ugiincii satirda yer alan isaret;
sekansin bitip kalite skorlarinin basladigini belirtmek i¢in ikinci satirdaki sekans dizisi ile

dordiincii satirdaki kalite skorlar1 arasinda yer alir.

—® ©@SRR566546.970 HWUSI-EAS1673_11067 _FC7070M:4:1:2299:1109 length=50
~® TTGCCTGCCTATCATTTTAGTGCCTGTGAGGTGGAGATGTGAGGATCAGT

-0 +

@ hhhhhhhhhhghhghhhhhfhhhhhfffffe‘ee[‘X]b[d[ed‘ [Y["Y

-8 QSRR566546.971 HWUSI-EAS1673_11067 _FC7070M:4:1:2374:1108 length=50
@ GATTTGTATGAAAGTATACAACTAAAACTGCAGGTGGATCAGAGTAAGTC

’ - +

b ~® hhhhgfhhcghghggfcffdhfehhhhcehdchhdhahehfffide‘bVd

. J

Sekil 2.6: Ornek fastq dizisi

Fastq dosyalarinin dordiincii satirinda yer alan kalite skorlar1 her bir niikleotidin
dogrulugunu belirtmek igin ASCIlI (American Standard Code for Information
Interchange) karakterleri ile yazilir. ASCII karakterlerinde daha yiiksek kalite skorlari,
daha giivenilir niikleotidleri temsil eder [22]. Kalite skorlar1 Phred skorlar1 hesaplanarak
yazilir. Phred skoru -10log10(P) formiilii ile hesaplanir. Yanlis eslesme olasiligr 0-60
aras1 hesaplanir, P yanlis eslesme olasiligini verir ve P = 10°(-Q/10) ile hesaplanir. Q ise
kalite skoru veya hata olasiligidir. Hata olasiliginin diisiik olmasi beklenir ¢iinkii kalite

skoru artar ve Phred skoru yiiksek ¢ikar [23].
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Ham data olan fastq verileri daha sonra BAM dosyasina ¢evrilir. BAM dosyalar1 Fastq
dosyalarina oranla daha az yer kaplayan sikistirilmis bir depolama dosya formatidir. Fastq
datalarinin referans genomuyla hizolanmasi ve siralanmasiyla olusturulan big¢imidir.
DNA verilerinin siralanmasi ve hizalanmasi islemi (Fastq dosyasindan BAM dosyasina
cevrilme islemi), varyant analizi gibi ileri analizler i¢in olanak saglayan bir islemdir. BAI
(Binary Alignment Index) dosyast BAM dosyast olustururken olusturulmasi gereken,
BAM dosyasiin hizli erisimini saglamak i¢in indesklenmesini yapan dosya formatidir.
BAI dosyast BAM dosyasinin kromozom bdliimlerini indeksler. Genetik konumlarinin
yerini, BAM dosyasinin yerine gore indeskleyerek o konuma hizli sekilde erigimi saglar.
Ozetle, BAI dosyass BAM dosyasin1 belirli kromozomal lokasyonlara gore
indeskleyerek, incelenmek istenen lokasyona erisimi ve taramayi hizlandiran stirlimdyir.
Dolayisiyla BAM dosyasi incelenirken BAI dosyasinin da olusturulmasi gerekir. BAM
dosyasinda datalar IGV adi verilen bir yazilimla gorsellestirilerek analiz edilebilir.
“Integrative Genomics Viewer”’in kisaltmasi olan IGV data analizi yaparken kullanilan
bir aragtir. IGV programinda insan genomunun referansinin olmasiyla birlikte, C.elegans,
fare, tavsan, domates gibi sayisiz bugiine kadar dizilenmis olan canlilarin da referans
genomlart bulunmaktadir. Referans genomlari indirme imkan1 da saglayan bu yazilim,
dizilenen datalarin bam ve bai dosyalarinin yiliklenmesiyle gorsellestirerek calisir.
Referans genoma gore incelenen genin ekzon ve intronlar1 asagidaki fotograftaki gibi
goziikiir. Koyu lacivert kutucuklar ekzonik bolgeleri, lacivert ince ¢izgiler de intronik
bolgeleri ifade eder. RefSeq Genes yazan kisimda iki satir bulunmasinin sebebi o gene
ait iki farkli transkript bulunmasindan kaynaklanir. Alternatif splicing dolayisiyla
genlerin birden fazla transkriptleri mevcut olabilir. YND cihazlari kullanilan kitlere gore,
belirli transkriptleri okuyup, onlara gore dizileme yaparlar. Dolayisiyla bir genin bir

transkriptindeki ekzon sayisi, diger transkriptine gore farkli olabilir.
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Sekil 2.7 Ornek bir IGV goriintiisii

IGV’de analiz yapmak istedigimiz de ise, ilgilenilen bolge, ekzon ve nikleotid
yaklastirilarak incelenebilir. RefSeq Genes yazan kisimda, referans genoma gore o
lokasyonda olmasi gereken protein kodlar1 ve niikleotidler yazmaktadir. Mavi ve pembe
okumalar iki yonden okumay: temsil eder, biri forward okuma iken digeri reverse
okumadir. Eger dizilenen data referans genomu ile ayni olup, herhangi bir mutasyonu
yoksa asagidaki gibi pembe ve mavi okumalar sade sekilde goziikiir. Ama eger dizilenen
datada referans genomdan farkli olarak mutasyon mevcutsa, referans genomuyla ayni
olan okumalar géziikmezken, farkli okunan baz o baza 6zgii renk ile okumalarin tizerinde
gosterilir. Asagidaki fotografta belirtilen lokasyonda gosterilen mutasyonda, o niikleotid
boliimii toplamda 120 kere okunmus iken, 58 kere Adenin, 62 kere referans genomuyla
ayni olan Guanin bazi okunmustur. Hasta o niikleotid bdlgesinde Guanin’den Adenin
degisimi acisindan heterozigot oldugundan okumalarin %48’1 A olarak gosterilmektedir.
IGV yazilimi, hastanin sekans okumasinin bu sekilde gorsellestirmesini saglarken, analizi

i¢in de bir olanak saglamis olur.
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Sekil 2.8 Saptanan bir varyantin IGV goriintiisii

Bam dosyasinin ardindan datalar, VCF (Variant Call Format) adi verilen varyant

analizine olanak saglayan bir dosya formatina doniistiiriliir. VCF formatinda, referans

genomdan farkli olarak tespit edilen niikleotid degisimleri, insersiyon ve delesyonlar

goriiliir. Varyant calling ad1 verilen siire¢cle BAM dosyasi referans genomuyla hizalanarak

degisimler tespit edilir ve VCF dosyasi olusturulur. VCF dosyasi, genetik varyasyonlarin

yaninda polimorfizmleri de verebilir. Bu degisimlerin siklig1, kalitesi, kalitim modlari,

fenotipik 6zellikleri gibi bilgileri kapsar. Genomik varyantlarin arastirilmasi, tespiti ve

karsilastirilmast i¢in kullanilan dosya formati olan VCF, belirli yazilimsal adimlardan

sonra R programi gibi baska farkli programlar yardimiyla da excele cevirilebilir.
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3

HAZIRLIKLAR

3.1 Tiim Ekzom Sekanslama (WES)

3.1.1 Ornek toplama ve DNA izolasyon

Bu ¢alisma Next Genetic Center (NGC) Genetik Hastaliklar1 Degerlendirme Merkezi’nde
tiim etik kurallar g6z 6niinde bulundurularak yapildi. Kan 6rnekleri farkli yas gruplarina
sahip, farkli sehirlerden gelen hastalardan alindi. 24 adet tiim ekzom sekanslama iglemi
icin hasta secildi. 12’si Illumina protokolii ile ¢alisilirken, 12°si MGI protokoliine gore
calisildi.

Hastalarin kan1 mor kapakli EDTA’l1 tiiplere alindiktan sonra, Promega cihazinda
Maxwell® RSC Blood DNA Kit kullanilarak izole edildi. Izole edilen DNA, Qubit®
dsDNA HS Test Kiti ile baglangi¢ konsantrasyonu belirlendi (50-400 ng aras1 olmalidir).

ve %1 agaroz jel elektroforezi ile boyut kontrolleri yapildi.
3.1.2 MGI DNB Seq-G400 Protokolii

Izole edilen DNA’larin her biri 50 ng/mL olacak sekilde 0.2’lik tiiplere alinarak toplam

hacim 10 pL’e distile su ile tamamlanir.
3.1.3 Fragmantasyon
Tablo 3.1°de belirtilen hacimlerde buz tizerinde 1.5 mL mikrosentrifiij tiipiine enzimatik

fragmantasyon karisimi hazirlandi.

Tablo 3.1 Enzimatik Fragmantasyon Karigimi

Bilesenler 1 Reaksiyon icin Miktar
Su 25 ulL
10x Fragmantasyon Tamponu S5 uL
5x Fragmantasyon Enzimi 10 uL
Toplam 40 uL

40 uL enzimatik fragmantasyon karisimi her 10 pL. genomik DNA tiipiiniin {izerine
eklendi ve kibarca pipetaj yapildi. Tablo 3.2°deki termal dongii kosullar1 kuruldu.
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Tablo 3.2 Enzimatik Fragmantasyon Reaksiyon Kosullari

Adimlar Sicakhik Zaman
Sogutma 4°C
Fragmantasyon 32°C 22 dk
Inaktivasyon 65 °C 30 dk
Tutma 4°C Sonsuz

Tiip alindiktan sonra buz iizerine konuldu.
3.1.4 Adaptor Ligasyonu

5.5 uL MGI Adaptorii tiim 6rnek tiiplerine eklenip, buz igerisinde pipetaj yapildi. Tablo
3.3’deki gibi buz iizerinde 1.5 ml mikrosentrifiij tiipiine ligasyon karisimi hazirlandi ve
kibarca pipetaj yapildi. Ligasyon karisimi ¢ok yogun viskoz kivaminda oldugu i¢in birkag

saniye vortekslendi.

Tablo 3.3 Ligasyon Karigimi

Bilesenler Miktar
H20 14.5 uL
DNA Ligasyon 20 uL
Tamponu
DNA Ligasyon 10 uL
Karigimi
MGI Adaptor 5.5 ul
Toplam 50 uL

44.5 pL ligasyon karisimu tiipe eklendi ve kibarca pipetaj yapildi ve spin atilarak sivinin
altta toplanmasma dikkat edildi. Termal dongii 20°C’de 15 dk ayarland1 ve kapak

1sitmasinin kapali olmasina ya da minimum sicaklikta olmasina dikkat edildi.
3.1.5 Adaptér Ligasyonu Uriinlerinin Purifikasyonu

DNA purifikasyon boncuklar1 kullanmadan 30 dk kadar once oda sicakligina cikarip
kullanmadan 6nce vortekslendi. 80 L DNA temiz boncuklar1 adaptor ligasyonu yapilmig
PZR tiipiine eklendi, 10 kere pipetaj yapildi ve oda sicakliginda 5 dk inkiibe edildi. Kisaca
sentrifiijlendikten sonra manyetik standa konulup sivi berraklagana kadar 2-5 dk
beklenildi. Siipernatant dikkatli sekilde boncuklara degmeden atildi. 200 pL yeni
hazirlanmis 80% etanol yikama i¢in eklendi. 30 sn kadar beklendikten sonra dikkatlice
siipernatant atildi. Bu adim bir kere daha tekrarlandiktan sonra, tiim sivinin atildigina
emin olunup oda sicakliginda tiipiin kapagi kalan sivinin buharlagmasi i¢in agik bekletildi.
Pelletin asir1 kurumamasina dikkat ettikten sonra manyetik stanttan tiipler alinarak 17 pLL

su pipetajla eklendi ve 5 dk bekletildi. Tiipler tekrardan manyetik standa alinarak sivi

24



berraklasincaya kadar 2-5 dk bekletildi. 15 pL berrak siipernatant yeni 0.2 mL tiiplere

pelletin dagilmadigina emin olunarak alindi.
3.1.6 Yakalama 6ncesi PZR Amplifikasyonu

Termal dongii programi tablo 3.4’teki gibi ayarlandi.

Tablo 3.4 Yakalama oncesi PZR Programi

Adimlar Sicakhik Zaman Dongii Sayisi
Baslatma 98 °C 45 sn 1
Denatiirasyon 98 °C 15sn 10
Baglanma 60 °C 30 sn
Uzama 72 °C 30 sn
Son Uzama 72 °C 1dk 1
Tutma 4°C Sonsuz -

PZR karigimi tablo 3.5’teki gibi 1.5 mL mikrosentrifiije buz tizerinde hazirlandi.

Tablo 3.5 Yakalama 6ncesi PZR Karisimi

Bilesenler Miktar (uL) /Numune Basina
KAPA HiFi HotStart ReadyMix 25 puL
MGI Primer Mix 10 uL

35 uL PZR karisimu, piirifikasyonu yapilmis adaptor ligasyonlu 15 pL 6rneklerin {izerine
kibarca pipetajla eklendi. Ardindan kisaca spin atilarak hemen kurulmus termal dongiiye

konuldu.
3.1.7 Yakalama Oncesi PZR Uriinlerinin Piirifikasyonu

Termal dongii programi bittikten sonra, calismadan 30 dk once c¢ikarilan DNA
piirifikasyon boncuklar1 vortekslenerek homojen hale getirildi. 50 pL (1x) homojenize
edilmis boncuklar, PZR 6rneklerinin {izerine eklendi ve iyice karistirildi. 5 dk oda
sicakliginda inkiibe edildikten sonra, manyetik standa yerlestirilerek tamamen berrak
olana kadar bekletildi. Siipernatant dikkatli sekilde boncuklara degmeden atildi. 200 pL
yeni hazirlanmis 80% etanol yikama icin eklendi. 1 dk kadar beklendikten sonra
dikkatlice siipernatant atildi. Bu adim bir kere daha tekrarlandiktan sonra, tiim sivinin
atildigina emin olunup oda sicakliginda tiipiin kapagi kalan s1vinin buharlagsmasi i¢in agik
bekletildi. Pelletin agir1 kurumamasina dikkat ettikten sonra manyetik stanttan tiipler
alinarak 22 pL su pipetajla eklendi ve 2 dk oda sicakliginda bekletildi. Tiipler tekrardan
manyetik standa alinarak sivi berraklasincaya kadar 3 dk bekletildi. 20 pL berrak

siipernatant yeni 0.2 mL tiiplere pelletin dagilmadigina emin olunarak alindi. Qubit®
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dsDNA Broad Range Quantitation Assay (ThermoFisher) kullanilarak 6&l¢iim
gerceklestirildi. Orneklerin konsantrasyonunun capture asamasindan sonra kiitiiphane
cesitliliginin az olmamasi igin >80 ng/ uL olmasi gerekmektedir. Tiim orneklerimiz

Olctime uydugu icin devam edildi.
3.1.8 Pool Kiitiiphaneleri

Her hibridizasyon reaksiyonu toplam 1500 ng indexlenmis 8 ayr1 kiitiiphaneden esit
olarak pool olusturulmus kiitiiphane gerektirir. 187,5't ng/uL cinsinden Jlgiilen
konsantrasyon degerlerine bdlerek her amplifiye edilmis indeksli kiitiiphanenin 187,5
ng'si i¢in gereken hacmi pL cinsinden hesaplandi. Her pool i¢in indekslenmis 6rnek
say1s1=8, her pool i¢in indeksli 6rnek miktari= 187.5 ng, her pool igin toplam agirlik 1500
ng. Yani 8 ornek bir pool yapildi, her 6rnegin konsantrasyonunun 187.5 ng olmasin
amagladik. Toplam 8*187.5’ten 1500 ng olacak sekilde ayarlandi. Hesaplama her
pooldaki indeksli 6rnek sayisi 1 ise 500 ng, 2 ise 1000 ng, 4 6rnek i¢in 375 ng ve 8 d6rnek
icin 187,5 ng olarak toplam agirlik tiim poollarda maksimum 1500 ng olacak sekilde
ayarlandi. Hesaplanan miktarlardaki tiim kiitliphaneler 0.2 mL PZR tiipiine aktarildi. Pool
hacmi 25 pL’den kiigiik olanlara dH20O eklenirken, 25 pL’den biiylik olanlara direkt
olarak kullanildi. Pool hacminin 1.5 kat1 kadar DNA piirifikasyon boncuklar1 kullanildi
(25 pL kiitiiphane hacmi ise, 37.5 pL DNA piirifikasyon beadleri eklenir.) ve oda
sicakliginda 5 dk inkiibe edildi. Ardindan manyetik stantta 1 dk kadar bekletilerek, sivi
berraklasana kadar bekletildi ve siipernatant atildi. Ardindan 200 puL yeni hazirlanmis
80% ethanol eklendi. 1 dk kadar beklendikten sonra dikkatlice siipernatant atildi. Bu adim
bir kere daha tekrarlandiktan sonra, tiim sivinin atildigina emin olunup oda sicakliginda
tiipiin kapagi kalan sivinin buharlasmasi icin agik bekletildi. Pelletin asir1 kurumamasina
dikkat ettikten sonra, bagslamadan disar1 ¢ikarilan 65°C’de 1sitilan hibridizasyon karisimi
oda sicakligina ¢ikarilip yavasca pipetaj yapilarak homojen hale getirildi. Manyetik
stanttan alinan tiiplerden dikkatlice silipernant ¢ekilerek yeni 0.2 mL Strip tiipe 20 pL
Hibridizasyon karisimi eklendi. Hibridizasyon karisimi ¢ok viskoz oldugundan yavasca

pipetleme onerilir.
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Tablo 3.6 Hibridizasyon Karigim1

Bilesenler Miktar
Hibridizasyon Karisimi 20 uL
Twist Spesific ya da Universal 2 uL
Blockers- MGl
Comprehensive Exome Probelari 4 uL
v1.3
Blocker Soliisyonu SuL
Su (40 uL’e tamamlayacak kadar) 10 uL
Toplam 41 uL

Termal dongii programi Tablo 3.7°deki gibi ayarlandi ve calistirildi. Kapak sicakligi 85
°C olarak ayarlandi. Minimum 16 saat 70°C’de tutuldu. 16 saatte 6rnekler ugmasin diye

30 pL hibridizasyon enhancer eklendi.

Tablo 3.7 Hibridizasyon Reaksiyon Kosullari

Adimlar Sicakhik Zaman Dongii Sayisi
1 95 °C 5 dk 1
2 70 °C Min 16 saat tutulur

3.1.9 Boncuklarin Hazirlanmasi

Calisma baslangicindan 30 dk once oda sicakligmma cikarilmis Streptavidin bagl
boncuklar 3 kere vortekslendi. 100 pL Streptavidin bagli boncuklar yeni 2 mL
mikrosentrifiij tlipline alindi. 200 pL baglama tamponu tiim tliplere pipetaj yapilarak
eklendi. Tiipler manyetik standa alinarak 1 dk bekletildi. Supernatant, pellete zarar
vermemeye 6zen gostererek atildi. Bu islem 2 kere daha tekrarlanarak toplamda 3 kez
yapildi. 3. Yikamanin ardindan, son 200 pL baglama tamponu eklendi ve homojen olana
kadar vortekslenerek resuspend edildi. 16 saatlik hibridizasyondan sonra, tiiplerdeki

Ornegin tamami yikanan streptavidin bagli boncuklarin igine hizlica eklendi.
3.1.10 Hedefe Baglanma

Hibridizasyon Reaksiyonu tiipleri ile Streptavidin bagli boncuklar 30 dk oda sicakliginda
shaker iizerinde sabit hizda homojenize olacak sekilde karistirildi. Tipler 30 dk sonra
aliip spin atilarak, siv1 tiipiin altina toplandi. Manyetik standa alinarak 1 dk beklenildi.
Supernatant pelleti bozmadan atildi. Manyetik stanttan alinarak 200 pL yikama tamponu
1 kanisimi pipetajla karistirildi. Total karigim (~200 pL) yeni 1.5 mL mikrosentrifiij
tiiptine alind1 ve manyetik standa 1 dk konuldu. Supernatant yine dikkatli bir sekilde
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pellete dokunmadan c¢ikarildi. Manyetik stanttan alinan tiipe 200 puL 48°C o6nceden
1sitilmis yikama tamponu 2 pipetaj yapilarak eklendi. 48°C’de 5 dk inkiibe edildi. 1 dk
manyetik standa konularak siipernatant atildi. Yikama tamponu 2 ile yikama asamas1 2
kere daha tekrarlanarak, 3 kez yapildi. Son yikama da tiim siipernatant atilirken,
boncuklarin kurumamasina dikkat edildi. Tiipleri manyetik stanttan ¢ikarildi ve 45 pl su
eklendi. Homojenize olana kadar pipetleme yaparak karistirildiktan sonra bu soliisyon

buz iizerinde inkiibe edildi. 22,5 pl’si PZR asamasi i¢in kullanilirken, 22,5 pl’si saklandi.
3.1.11 Yakalama Oncesi PZR Amplifikasyonu ve Piirifikasyonu
Tablo 3.8’deki gibi yakalama sonrasi PZR reaksiyonu kuruldu. Kapak sicakligi 105°C

olarak ayarlandi.

Tablo 3.8 Yakalama sonrasi PZR Reaksiyon Kosullar1

Adimlar Sicakhik Zaman Dongii Sayisi
Baslangic 98 °C 45 sn 1
Denatiirasyon 98 °C 15 sn 8
Baglanma 60 °C 30 sn
Uzama 72 °C 30 sn
Son Uzama 72 °C 1dk 1
Tutma 4°C Sonsuz -

22.5 pL Streptavidin bagli boncuklarin oldugu soliisyon 0.2 mL yeni tiipe aktarilarak buz
tizerinde bekletildi. Kalan 22.5 pL soliisyon -20°C’de sonra kullanmak i¢in saklanabilir.
PZR karisim1 Tablo 3.9’daki gibi pipetaj yaparak hazirlandi.

Tablo 3.9 Yakalama sonras1 PZR Karisimi

Bilesenler Miktar

Streptavidin bagli boncuk soliisyonu 22.5 uL
KAPA HiFi HotStart Ready karigimi 25 uL
MGI Primer karisimi 2.5 uL
Toplam 50 uL

Reaksiyon karigimi hazirlandiktan sonra spin atilarak sivi tiipiin asagisinda toplandi ve

PZR programi baglatildi.

DNA piirifikasyon boncuklari ¢alisma baslangicindan 30 dk 6nce oda sicakligina ¢ikarilip
homojenize hale getirmek icin vortekslendi. PZR programindan sonra, 50 uL DNA
piirifikasyon boncuklart PZR tiiplerine eklenerek vortekslendi ve oda sicakliginda 5 dk
inkiibe edildi. Ardindan manyetik stantta 1 dk kadar bekletilerek, sivi berraklasana kadar
bekletildi ve siipernatant atildi. Ardindan 200 pL yeni hazirlanmis 80% ethanol eklendi.
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1 dk kadar beklendikten sonra dikkatlice siipernatant atildi. Bu adim bir kere daha
tekrarlandiktan sonra, tim sivinin atildigina emin olunup oda sicakliginda tiipiin kapag:
kalan s1vinin buharlasmasi i¢in acik bekletildi. Pelletin agir1 karumamasina dikkat ettikten
sonra manyetik stanttan tiipler alinarak 32 pL su pipetajla eklendi ve 2 dk oda sicakliginda
bekletildi. Tiipler tekrardan manyetik standa alinarak sivi berraklasincaya kadar 3 dk
bekletildi. 30 pL berrak siipernatant yeni 0.2 mL tiiplere pelletin dagilmadigina emin
olunarak alindi. Qubit® dsDNA Broad Range Quantitation Assay (ThermoFisher)
kullanilarak 6l¢iim gergeklestirildi. Orneklerin konsantrasyonunun 10-15 ng/ uL olmasi

gerekmektedir. Tiim 6rneklerimiz 6l¢iime uydugu i¢in devam edildi.
3.1.12 Denatiirasyon

PZR iiriin boyutuna goére, 1 pmol (240,24 ng) PZR {irtinii yeni 0.2 mL PZR tiipiine alindi.
DNA fragman boyunun 1000’e boliimiiniin 660 ile garpilmasiyla 1 pmol PZR iiriiniine
karsilik gelen DNA miktar1 hesaplandi. Formiilde 364 bg¢ dsDNA fragman boyu yerine
konuldugunda, 240,24 ng PZR iiriiniiyle reaksiyona devam edilecegi bulundu. TE
Tamponu toplam hacim 48 uL olacak sekilde eklendi. PZR tiipleri Tablo 3.10’daki

kosullar ayarlanarak termal dongiiye konuldu.

Tablo 3.10 Denatiirasyon Reaksiyonu Kosullar

Sicaklik Zaman
Kapak 1sitmasi Acik
95 °C 3 dk

Reaksiyon tamamlandiktan sonra, tiipler hizlica 2 dk buzda bekletildi, ardindan kisaca

sentrifiij edildi.
3.1.13 Tek Zincir Sirkiilerizasyonu

Buz iizerinde tek zincir sirkiilerizasyon karigimi Tablo 3.11°deki gibi hazirlandi.

Tablo 3.11 Tek Zincir Sirkiilerizasyonu Karigimi

Bilesenler Miktar
Splint Tamponu 11.6 uL
DNA Rapid Ligaz 0.5 uL
Toplam 12.1 uL

12.1 pL karisim, 0.2 mL PZR tiiplerinin lizerine ilave edildi. 3 kere 3 sn vortekslendikten
sonra kisaca sentriflijlenerek soliisyon tiipiin altinda toplandi. Ardindan Tablo 3.12’deki

termal dongii kosullar1 kurularak calistirildi.
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Tablo 3.12 Tek Zincir Sirkiilerizasyon Reaksiyon Kosullari

Sicakhik Zaman
Kapak 1sitmasi Acgik
37°C 30 dk
4°C Sonsuz

Reaksiyon biter bitmez, PZR tiipleri buzun iizerine alindu.

3.1.14 Enzimatik Parcalama

Tablo 3.13’teki enzimatik par¢alama karisimi buz tizerinde hazirlandu.

Tablo 3.13 Enzimatik Pargalama Karisimi

Bilesenler Miktar

Pargalama Tamponu 1.4 uL

Parcalama Enzimi 2.6 uL
Toplam 4 ulL

4 uL enzimatik pargalama karigimi, buz iizerinde bekletilen PZR tiiplerine eklendi, 3 kere
3 sn vortekslendi, kisa bir sentrifiijle soliisyon tiipiin altinda toplandi. Ardindan termal

dongii tablo 3.14°teki gibi ayarlanarak galistirildi.

Tablo 3.14 Enzimatik Pargalama Reaksiyon Kosullari

Sicakhik Zaman
Kapak 1sitmasi Acik
37°C 30 dk
4°C Sonsuz

Termal dongiiden alian tiipler kisaca sentrifiijlendi. 7.5 pL parcalama durdurma
tamponu tiiplere eklendi. 3 kere 3 sn vortekslendi. Ardindan tiim soliisyon yeni 1.5 mL

sentrifiij tiipline aktarildi.
3.1.15 Enzimatik Parcalama Uriinlerinin Temizlenmesi

DNA temizleme boncuklari ¢alismaya baslamadan 30 dk 6nce oda sicakliina ¢ikarilip
vortekslendi. 170 pL DNA temizleme boncuklar1 enzimatik pargalama yapilmis iiriinlerin
tizerine 10 kere pipetaj yapilarak eklendi ve 10 dk inkiibe edildi. Kisaca sentrifiij edlerek,
1.5 mL tiip manyetik ayristirma standina 2-5 dk siv1 berrak hale gelene kadar birakildu.
Pipet kullanarak siipernatant ¢ikarildi. 500 puL yeni hazirlanmis 80% ethanol eklendi. 30
sn kadar beklendikten sonra dikkatlice siipernatant atildi. Bu adim bir kere daha

tekrarlandiktan sonra, tiim sivinin atildigina emin olunup oda sicakliginda tiipiin kapagi
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kalan sivinin buharlagsmasi i¢in agik bekletildi. Pelletin asir1 kurumamasina dikkat ettikten
sonra manyetik stanttan tiipler alinarak 32 pL. TE tamponu pipetajla eklendi ve 10 dk oda
sicakliginda bekletildi. Tiipler tekrardan manyetik standa alinarak sivi berraklasincaya
kadar 2-5 dk bekletildi. 30 pL berrak siipernatant yeni 1.5 mL tiiplere pelletin
dagilmadigina emin olunarak alindi. Qubit® dsDNA Broad Range Quantitation Assay
(ThermoFisher) kullanilarak 6lgiim gerceklestirildi. Olgiim sonucunun 0.8 ng/ uL’den

yiiksek olmas1 gerekir, kosullar saglandigi i¢in DNB olusturma asamasina gegildi.
3.1.16 DNB Olusturma

0.2 mL PZR tiipleri alind1 ve Tablo 3.15’deki karisim hazirlandu.

Tablo 3.15 DNB Olusturma Reaksiyonu 1

Bilesenler Miktar (uL)
ssDNA Kkiitiiphaneleri X
Diisiik TE Tamponu 20-X
DNB Olusturma Tamponu 20
Toplam 40

Tablo 3.29°daki X hesaplanirken kullanilan formiil: 364 (fragman boyutu) x 330 (sabit
say1) x a (fmol) / ss qubit x 106. Formiildeki a verilecek runa gore hesaplanan lane basina
diisen alan1 temsil etmektedir. (PE100 runi i¢in 1 lane 40 fmol alan kapliyor ve 80 GB’a
denk geliyor.) Kibarca vorteksleyerek karitstirildi ve 5 sn boyunca mini sentrifiijle spin-
down yapildi. PZR makinesine hazirlanan karisim Tablo 3.16°daki program ayarlanarak
baslatildi.

Tablo 3.16 DNB Olusturma Reaksiyonu 1 Kosullari

Sicakhik Zaman
Kapak 1sitmasi (105°C) Acik
95 °C 1dk
65 °C 1dk
40 °C 1dk
4°C Sonsuz

Oda sicakliginda ve buz iizerinde uzun siire tutulmamasina 6zen gosterilmesi gereken
DNB olusturma enzim karigimi 2 (LC) ¢ikarilip buz iizerine yerlestirildi. PZR makinesi
4°C’ye geldikten sonra PZR tiipleri alind1 ve 5 sn kadar kisaca sentrifiijlendi. Buz {izerine
tiipler birakildiktan sonra, DNB olusturma reaksiyonu 2 karigimi Tablo 3.17°deki gibi

hazirlandi.
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Tablo 3.17 DNB Olusturma Reaksiyonu 2

Bilesenler Miktar (uL)
DNB Olusturma Enzim Karisimi 1 40 uL
DNB Olusturma Enzim Karigimi 2 (LC) 4 uL

Tiim DNB olusturma reaksiyonu 2 karisimi, DNB olusturma reaksiyonu 1 karisimina
eklendi. Kibarca vortekslenerek karigtirildi, 5 sn minisentrifiijle sentrifiijlendi, ardindan

tablo 3.18’deki kosullarda termal dongiide galistirildi.

Tablo 3.18 DNB Olusturma Reaksiyonu 2 Kosullari

Sicakhk Zaman
Kapak 1sitmasi (35°C) Acik
30 °C 25 dk

4°C Sonsuz

Termal dongii 4°C’e gelir gelmez 20 L DNSB olusturma durdurma tamponu genis
delikli pipetle damla damla eklendi. Sekans asamasindan 6nce DNB’ler 4°C’de
saklanabilir. Qubit® dsDNA Broad Range Quantitation Assay (ThermoFisher)
kullanilarak ol¢tim gergeklestirildi. DNB viskoz oldugu i¢in 2 pL alinmast Onerilir.
Olgiim sonucunun 8 ng/ uL’den yiiksek olmasi gerekir, eger diisiik olursa yeniden DNB
olusturma agamasinin yapilmasi gerekmektedir, 8-40 araligindan yiiksekse 20 ng/ uL’ye

DNB yiikleme tamponu 1 ile dilue edilmelidir.
3.1.17 DNB Yiikleme

Yeni PZR tiiplerine Tablo 3.19°daki DNB yiikleme karigimi hazirlandi.

Tablo 3.19 DNB Yiikleme Karisimi

Bilesenler Miktar (uL)
DNB Yiikleme Tamponu 2 8 ul
DNB Olusturma Enzim Karigsimi 2 (LC) 0,25 ul
DNB 25 ul

DNB yiikleme karigimi, taginabilir DNB yiikleyici tizerinde, genis uglu pipet ucu ile flow
celle 30 ul yiiklendi ve flow cell oda sicakliginda 30 dk inkiibe edildi. Sekans kartusu

Tablo 3.20’deki miktarlara gore hazirlandh.
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Tablo 3.20 Sekans Kartusu Hazirlanigi

Kuyu Numarasi Eklenen Reaktif Miktar
. dNTP Mix 1800 pl
Sequencing Enzyme Mix 1800 pl
, dNTP Mix Il 1500 wl
Sequencing Enzyme Mix 1500 ul

15 MDA Reagent Xul
MDA Enzyme Mix 500 pl

30 dk sonunda, oda sicakliginda inkiibe edilen flow cell ve hazirlanan sekans kartusu
cihazdaki yerlerine yerlestirildi ve cihaza PE100 okumasi i¢in gerekli bilgiler girilerek

run baslatildi.
3.1.18 Illumina NovaSeq 6000 Protokolii

DNA o6rneklerinin hazirlanmasi 3 giine yayilarak hazirlands. ik giin genomik DNA’nin
etiketlenmesi, etiketli DNA’nin temizlenmesi, PZR, PZR iiriinlerinin temizlenmesi, ilk
hibridizasyon yapildi. Ikinci giin ilk yikama ve ikinci hibridizasyon yapildi. Ugiincii giin

ikinci yikama ve PZR ardindan kiitliphane dogrulamasi yapildu.
3.1.19 DNA Etiketlenmesi

Tagment DNA Buffer, Tagment DNA Enzim ve genomik DNA dondurudan ¢ikarilip buz
tizerine alindi. Coziildiikten sonra tiipler 3-5 kez hafifce ters diiz edilip mikrosantrifiijde
kisa stire dondiiriilerek karistirildigindan emin olundu. TAG termal dongii programi

Tablo 3.21°deki gibi hazirlandu.

Tablo 3.21 TAG termal dongii programi

Sicakhk Zaman
Kapak sicakligi (100°C) Acik
55°C 15 dk

10°C Tutma

Total girig miktarinin 100-500 ng olmasi i¢in 2-30 ul DNA 96 kuyulu plate eklendi. DNA
hacimleri 30 pl’den diisiik ise nuclease-free su eklenerek tamamlandi. TAG karigimi

Tablo 3.22’deki gibi hazirland1 ve vortekslendi.
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Tablo 3.22 TAG master karisimi

Bilesenler Miktar (uL)
BLT (Bead-Linked 1L
Transposomes)
TB1(Tagmentation Buffer 1) 11 uL

Karigim esit miktarda kuyulara boliindi. Mikroseal ile kapatarak PZR programina

konuldu.
3.1.20 Etiketleme Sonrasi Temizlik

PZR’dan 6nce adaptor etiketli DNA’larin temizlenme asamasina gegildi. 10 uL Tagment
durdurucu buffer (TSB) tagmentasyon reaksiyonuna eklendi. 10 kere beadleri resuspend
etmek i¢in yavasca pipetlendi. Mikroseal ile kapatilarak Tablo 3.23’teki termal dongii

programina konuldu.

Tablo 3.23 PTC (Post Tagmentation Cleanup) termal dongii programi

Sicakhik Zaman
Kapak sicakligi (100°C) Acik
37°C 15 dk

10 °C Tutma

Manyetik standin {izerine konarak oda sicakliginda 3 dk kadar bekletildi ve siipernatant
atildi. 100 pL tagment yikama buffer1 dogrudan beadlerin {izerine kdpiirme yapmamasi
i¢in yavasca pipetleme yapilarak eklendi. Plate manyetik standin iizerine yerlestirilerek 3
dk oda sicakliginda bekletildi. Supernatant atild1 ve bu yikama islemleri 2 kez tekrarlandi.
Ardindan 100 pL tagment yikama buffer1 dogrudan beadlerin iizerine kopilirme
yapmamasi i¢in yavasca pipetleme yapilarak bir kez daha eklendi. Plate yine manyetik
stand {izerinde bir sonraki asamaya gegene kadar ve beadlerin asirt kurumasin1 6nlemek

icin tagment yikama buffer1 i¢inde tutuldu.

3.1.21 Etiketli DNA’min Cogaltilmasi

PZR bilesenleri Tablo 3.24’deki gibi hazirlandi ve vortekslendi. 280 * g 10 sn boyunca
sentrifiijlendi. Plate manyetik stand iizerindeyken siipernant atildi. Manyetik stanttan
alinarak her kuyucuga 40 pL PZR master mix beadlerin {izerine eklendi. Boncuklar
tamamen resuspend edilene kadar pipetaj yapildi, 1600 rpm’de 1 dk karistiricida
bekletildi. Plate kapatilip 3 saniye 280*g’de sentrifiij edildi.
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Tablo 3.24 PZR master karigimi

Bilesenler Miktar (uL)
Enhanced PZR karisimi (EPM) 22 uL
Nuclease-free su 22 uL

Uygun index adaptorler her 6rnege eklendi ve 10 kere pipetaj yapildi. Karistiriciya
konularak 1600 rpm 1 dk bekletildi.

Tablo 3.25 Kullanilmasi gereken adaptor hacim hesaplamalari

Index Kit Tipi

Kitin Kullanim Alam

Her ornek icin Hacim

24 plex (ikili dizin)

Tek tiipler

5 uL 17 adaptori

5 uL 15 adaptori

96 plex (ikili dizin)

96 kuyulu plate

10 uL 17 ve i5 index adaptor ¢ifti

Mikroseal ile plate kapatilarak, 30 sn 280*g’de sentrifiijlendi. Ardindan PZR programi
Tablo 3.26”daki gibi ayarlandi.

Tablo 3.26 Etiketli DNA’nin termal dongii programi

Sicakhik Zaman
Kapak sicakligi (100°C) Acik
68 °C 3dk
98 °C 3dk
98 °C 45 sn X
62°C 30 sn dongd
98 °C 2 dk
68 °C 1 dk
10 °C Tutma

Dongii sayisi total DNA’ya gore ayarlanir. 1-9 ng ise 12 PZR dongiisii, 10-24 ng 8 dongii,

25-49 ng 6 dongii, 50-99 ng 5 dongii, 100-500 ng 5 dongii seklinde ayarlanir.

3.1.22 Kiitiiphanelerin Temizlenmesi

Tiipler bilesenler tiipiin sonunda toplansin diye 280*g’de 1 dk sentrifiijlendi. Manyetik

standa siv1 berraklasincaya kadar 5 dk kadar konuldu. 45 pL siipernatant her tiipten

alinarak yeni bir orta boy plate aktarildi. Ornek purifikasyonlar beadleri birkag defa

vortekslenerek resuspend edildi. Supernatantin eklendigi her kuyuya 40 pL nuclease-free

su eklendi. 45 pL 6rnek purifikasyon beadleri eklendi ve karigtirmak igin 10 kere pipetaj
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yapildi. Oda sicakliginda 5 dk inkiibe edildikten sonra, manyetik standa alinarak sivi
berraklagincaya kadar (~5 dk) bekletildi. Bekletilme siiresince yeni midi plate alinarak
igine 15 pL 6rnek purifikasyon beadleri (dilue edilmemis) eklendi. 125 pL siipernatant,
15 puL 6rnek purifikasyon eklenen yeni tiiplere eklendi ve pipetaj yapildi. 5 dk oda
sicakligina ardindan 5 dk manyetik stantta inkiibe edildi. Sivi berraklasincaya kadar
bekletildikten sonra supernant atildi. Manyetik stantta iken 200 pL 80% taze hazirlanmis
EtOH eklendi. 30 sn inkiibe edildi ve beadlere zarar vermeden supernant atildi. Bu yikama
islemi 2 kere tekrar edildi. Tiiplerin icinde EtOH kalmamasina 6zen gostererek yeni pipet
ucuyla kalanlar da ¢ekildi, beadlere zarar verilmedi ve tiiplerin agz1 agik bekletilerek
kurumaya birakildi. Beadler ¢ok kurumadan sadece EtOH buharlastirildiktan sonra 32 uLL
resuspensiyon buffer1 pipetajla eklendi ve 2 dk inkiibe edildi. Manyetik standa alinarak
stv1 berraklasincaya kadar bekletildi ve yeni 96 kuyulu plate 30 pL transfer edildi.

3.1.23 Pool Kiitiiphaneleri

Giris DNA 100-500 ng arasinda oldugu icin, 1.7 ml mikrosentrifiij tiipiine her
kiitiphaneden (384 kiitiiphaneye kadar) 5 uL eklendi, vortekslendi ve sentrifiijlendi.
Quibit ile pool kiitiiphanesi 6l¢iildii.

3.1.24 Baslangi¢c Konsantrasyonu i¢in Kiitiiphanelerin Seyreltilmesi

Ortalama kitaplik boyunun, 600 baz c¢ifti kullanildi. Molarite degerini kullanarak,
kitapliklarin baslangic konsantrasyonuna seyretilmek i¢in gereken TSB’1 ve hacmi
hesaplandi. NovaSeq 6000 i¢in 2 nM baslangi¢c konsantrasyonu kullanildi. Okuma sayis1
ve flow celle uygun olarak insan genomu, ekzom, transkriptom i¢in belirlenen 6nerilen
kiitiiphane sayisina baktiktan sonra; 4 kuyulu bir flow cell i¢in ekzom datalarinda ~250

kiitiiphane her lane i¢in Onerilir.

Tablo 3.27 Onerilen Yiikleme Konsantrasyonlar

Final Yiikleme Konsantrasyonu (pM) | Pool Kiitiiphane Konsantrasyonu (nM)

150 0.75
200 1

250 1.25
300 1.50
350 1.75
400 2

450 2.25
500 2.50
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10 mM Tris-HCl (pH 8,5) kullanilarak kiitiiphaneler, istenen pool kiitiiphanesi
konsantrasyonlarina normallestirildi. Optimum DNA yiikleme konsantrasyonu,
kiitliphane tipine ve insert boyutuna baghdir. <450 bg¢’lik u¢ boyutlarina sahip
kiitiiphaneler i¢in (Illumina DNA PZR-free kiitiiphane poollari) 400-6007 final yiikleme
konsantrasyonu ve 2-32 pool edilmis yiikleme konsantrasyonlar1 énerilir. NovaSeq 6000

icin 300 pm son yilikleme konsantrasyonu onerilir.
3.1.25 Poollarin Normalizasyonu ve PhiX Kontrol Eklenmesi
Her normalize edilmis kiitliphane yeni mikrosentrifiij tlipiine eklendi. 4 kuyulu flow cell

icin 310 pL final hacmi 6nerilir.

Tablo 3.28 Onerilen Hacim

Flow Cell | 0.2 N NaOH | Denatiire Edilmemis Son Hacim (uL)
Kiitliphane Poolar1 (uL)

SP/S1 25 100 125 ya da PhiXile 125.6

S2 37 150 187 ya da PhiXile 187.9

S4 77 310 387 ya da PhiX ile 388.9

0.2 N NaoH denatiire edilmemis kiitiiphane poollarina eklendi ve kisaca vortekslendi.
280*g’de 1 dk sentrifiijlendi. Oda sicakliginda 8 dk denatiire etmek i¢in inkiibe edildi.
400 mM Tris-HCI (pH 8.0) nétralize etmek i¢in eklendi. (tek kuyu igin 25, iki kuyu igin
38, dort kuyulu flow cell i¢in 78 pL 6nerilir). Toplam hacim PhiX kontrol ile 466.9 pL
oldu ve kisaca vortekslendi. 280*g’de 1 dk sentrifiijlendi. Kiitiiphane tiiplerine tiim hacim
aktarildi. Hemen kitaplik tiipiinii, cluster kartusuna yiliklemeye ve run verilmeye 6zen

gosterildi. Eger 30 dk i¢cinde yapilamacaysa -25°C’de saklanabilir.
3.1.26 Sekans

SBS ve cluster reaktif kartuslar1 ¢ozdiirtildii. Kiitiiphane tiipii ¢oziilmiis cluster kartusuna
yiiklendi. Tek kiitliphane poolii kiitiiphane tiipiine yiiklendi ve ExAmp bileseni ile
karistirilarak cluster ve sekans i¢in flow celle yiiklendi. Yazilim arayiiziinden “sekans”
secildi ve tek flow cell run secildi. Mevcut ¢alisma i¢in yeni sarf malzemeler yiiklendi.

Run 6zellikleri secilerek son bir kontrol yapilarak, baslatildi.
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SONUC

4.1 Bulgular

Cihazdan ilk ¢ikan dosya formati olan fastq formatini ilk olarak bam dosyasina ¢evirdik.
Samtools bir yazilim paketidir ve YND datalarinin dosya formatlarini birbirine ¢evirme
isleminde kullanilabilir. Fastq dosyalarin1 bam dosyasina g¢evirirken; “samtools view -bS
input.sam -o output.bam” kodunu kullanarak input.sam kismina bizim fastq dosyamizin
ad1 output.bam kismina da olusturmak istedigimiz bam dosyasiin adi yazildi. Bunun
sebebi tiim ekzom sekanslama datalarini incelerken daha spesifik ve kiigiik bir alandaki
okumalari kiyaslamak i¢in 2 gen segerek kesmek istememizdi. 2 geni icerecek sekilde bir
bed dosyasi tasarlandi. Insan genomu hg37 (hgl9) referans alinarak MEFV ve TP53
genleri (MEFV igin chr16:3292020-3306900 ve TP53 i¢in chrl17:7571500-7590900)
kesildi. Bam dosyasini keserken yine samtools kullanilarak “samtools view -b -h -L
TP53BTD.bed bamdosyasininadi.bam > kesilmisbamdosyasininadi.bam” koduyla bed
dosyasina gore bam kesilirken “samtools index kesilmisbamdosyasininadi.bam” koduyla
da bai dosyast olusturuldu. Bu bam dosyalar1 ortalama derinlik ve Q20 degerini

arastirmak icin kullanilirken, fastq dosyalar1 ise GC igerigini hesaplamak icin kullanildi.

Kesilmis bam dosyalar1 ardindan tekrar fastq dosyalarina yine samtools kullanilarak
“samtools bam2fq bamdosyasiminadi.bam > bamdosyasininadi.fastq” kodu ile ¢evrildi.
[llumina datalarinin her birinin adi 9ETK ile baglarken, MGI datalarinin her biri barkod
ve lane ile ifade edildi. Hesaplamalar yapilirken orijinal isimleri kullanildig: i¢in sonug

tablosunda da ayni isimlerle yazildi.
4.1.1 Ortalama Derinlik

Topladigimiz 12 Illumina ve 12 MGI WES ve kesilmis datalarin ortalama derinlikleri
pysam kiitiiphanesi kurulduktan sonra python kullanilarak yazilan bir script koduyla

hesaplandi. Hem WES datalarinin hem de kesilmis datalarin hepsi sirasiyla hesaplandi.
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Tablo 4.1 lllumina ve MGI WES datalarinin ortalama derinlikleri

ILLUMINA-WES Sonug¢ MGI-WES Sonug¢
9ETK1513 51,68 44899 L02 14 45,42
9ETK1526 59,02 47218 L04 124 47,02
9ETK1527 54,49 47218 L04 121 52,04
9ETK1528 55,42 47250 L0O1 43 57,06
9ETK1529 52,48 47218 L04 127 47,36
9ETK1531 54,56 44899 L02 77 49,87
9ETK1602 58,47 47250 L02 71 44,48
9ETK1603 57,7 44899 L02 80 45,49
9ETK1605 55,35 47218 1L.04 125 51,65
9ETK1606 69,23 44899 L02 79 48,34

9ETKS1075 66,95 53083 L01 42 45,8
9ETKS1077 70,86 47250 L02 14 47,65
Toplam 706,21 Toplam 582,18
Ortalama 58,85 Ortalama 48,515

WES -Ortalama Derinlik

MGl ILLUMINA

10 20 30 40 50 60 70 80

1 2 3 4 5 6 7 8 g 10 11 12
MGl 45,42|47,02|52,04|57,06|47,36|49,87|44,48|45,49|51,65|48,34| 45,8 |47,65

ILLUMINA |51,68(59,02|54,49|55,42|52,48(54,56|58,47| 57,7 |55,35(69,23|66,95|70,86

Sekil 4.1 lllumina ve MGI WES datalarinin ortalama derinlik degerleri

Tiim ekzom sekanslama datalarinin ortalama derinlikleri kiyaslandiginda, Illumina-WES
datalarinin ortalama derinlikleri ortalama olarak 58,85 iken, MGI-WES datalarinin ise
48,52 olarak hesaplanmistir. Ortalama derinlik ne kadar yiiksekse, data dogrulugunun o
kadar yiliksek olacagi istenen bolgenin o kadar ¢ok okunacagini diisiliniildiiglinden
Illumina cihazinda ¢alisilan WES datalarinin géreceli olarak daha fazla okuma sayisina,

daha iyi ortalama derinlige dolayisiyla da daha giivenilir dataya sahip oldugu soylenebilir.
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Tablo 4.2 lllumina ve MGI datalarinin TP53-MEFV genleri i¢in ortalama derinlikleri

ILLUMINA-WES Sonug¢ MGI-WES Sonug¢
9ETK1513 48,07 44899 L02 14 29,49
9ETK1526 58,95 47218 L04 124 25,48
9ETK1527 49,53 47218 L04 121 30,18
9ETK1528 51,2 47250 L0O1 43 35,76
9ETK1529 49,32 47218 L04 127 28,57
9ETK1531 53,89 44899 L02 77 31,89
9ETK1602 54,15 47250 L02 71 29,12
9ETK1603 55,07 44899 L02 80 29,39
9ETK1605 49,7 47218 1L.04 125 27,04
9ETK1606 61,06 44899 L02 79 29,33

9ETKS1075 66,97 53083 L01 42 30,17
9ETKS1077 66,89 47250 L02 14 32,39
Toplam 664,8 Toplam 358,81
Ortalama 55,4 Ortalama 29,90

TP53MEFV- Ortalama Derinlik

MGl ILLUMINA

10 20 30 40 50 60 70 80

1 2 3 4 ) 6 7 8 9 10 11 12
MGl 29,49(25,48|30,18|35,76|28,57|31,89|29,12|29,39(27,04(29,33|30,17|32,39

ILLUMINA |48,07(58,95|49,53| 51,2 |49,32|53,89(54,15|55,07| 49,7 |61,06/66,97|66,89

Sekil 4.2 Illumina ve MGI cihazlarinda ¢alisilan WES datalarindan kesilmis TP53 ve
MEFV genlerini igeren bolgelerin okumalarinin ortalama derinligi
Tim ekzom sekanslama datalarindan segtigimiz iki geni kesmemizin nedeni ortalama
derinlik ve diger data kalite parametrelerini daha spesifik ve kiiciik bolgelerde de
kiyaslayabilmekti. Yani tim ekzom sekanslama isleminde bazi genler daha az
okunabiliyorken (pseudogeni olan genler gibi) bazi genlerin okumasi daha iyi olabilir. Bu
nedenle pseudogeni olmadigr bilinen ve genellikle okumasinda sorun olmayan ve iyi
okuma alinan iki 6nemli geni segtik. Illumina kesilmis datalarinin ortalama derinlikleri
ortalama olarak 55,4 iken, MGI kesilmis datalarinin ise 29,90 olarak hesaplanmustir.
Kesilmis daha spesifik alanlar arastirildiginda da Illumina cihazindan elde edilen

datalarin goreceli olarak daha fazla ortalama derinligine sahip oldugu goriilmiistiir.
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Ortalama derinlige ek olarak, sadece TP53 ve MEFV genlerinin okumalarini
kiyaslayabilmek icin toplam okuma sayilarini da arastirdik. Bu kalite parametresini tim
ekzom sekanslama datalarinda yapmak kodu ¢alistirirken ¢ok uzun siireceginden ve ¢ok
bliylik sayilar ¢ikacagindan yapilmadi. TP53 ve MEFV genlerinin toplam okuma sayilar1
Illumina cihazindan ¢ikan datalarda ortalama 5517,92 iken MGI cihazindan ¢ikan
datalarda ise ortalama 4857,5 olarak hesaplandi. Okuma sayisinin fazla olmasi data
giivenilirligini artiran bir husus oldugu i¢in yine Illumina cihazindan ¢ikan datalarin

giivenilirligi goreceli olarak daha iyi diye yorumlandi.

Tablo 4.3 lllumina ve MGI cihazlarinda TP53 ve MEFV genlerinin toplam okuma

sayilari

ILLUMINA-TP53/MEFV Sonu¢ MGI-TP53/MEFV Sonu¢
9ETK1513 4792 44899 L02 14 4054
OETK1526 5699 47218 L04 124 5424
9ETK1527 5142 47218 L04 121 6282
9ETK1528 4954 47250 LO1 43 5198
9ETK1529 4943 47218 L04 127 5806
9ETK1531 5297 44899 L02 77 4461
9ETK1602 5501 47250 L02 71 4063
9ETK1603 5639 44899 L02 80 4103
9ETK1605 5177 47218 L04 125 6188
9ETK1606 6273 44899 L02 79 4313
9ETKS1075 6247 53083 L01 42 4295
9ETKS1077 6551 47250 L02 14 4103
Toplam 66215 Toplam 58290

Ortalama 5517,92 Ortalama 4857,5
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TP53MEFV-Toplam okuma sayisi

7000
6000
10[0[0)
4000
3000
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"[aTalslalsTels els w0 ulu
VLUVINA 752 353 3142 354 943{ 297 3301 5539 5177 273 237 551
4054|5424 52625158550 461 063 103 108 313 255 103

ILLUMINA

Sekil 4.3 lllumina ve MGI cihazlarinda TP53 ve MEFV genlerinin toplam okuma
sayilari

412 Q20 degeri

Q20 degeri her 100 bazda bir hata oranini veren bir data kalite parametresi olmakla
birlikte, hata oranini verdiginden en 6nemli parametrelerden biri olarak gegmektedir. Q20

degerini yine python kullanarak tiim datalar i¢in hesapladik.

Tablo 4.4 lllumina ve MGI cihazlarindan ¢ikan WES datalarinin Q20 degerleri

ILLUMINA-WES Sonug MGI-WES Sonug¢
9ETK1513 98,71 44899 L02_14 97,25
9ETK1526 98,85 47218 L04 124 97,93
9ETK1527 98,65 47218 L04 121 97,78
9ETK1528 98,79 47250 L01 43 97,43
9ETK1529 98,71 47218 L04 127 97,82
9ETK1531 98,85 44899 L02 77 97,32
9ETK1602 98,79 47250 L02 71 97,35
9ETK1603 98,69 44899 L02_80 97,24
9ETK1605 98,74 47218 L04 125 97,81
9ETK1606 98,81 44899 L02_79 97,25
9ETKS1075 98,94 53083 L01 42 97,14
9ETKS1077 99,02 47250 L02_14 97,3

Toplam 1185,55 Toplam 1169,62
Ortalama 98,79 Ortalama 97,47
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WES- Q20 degeri

HILLUMINA ~ MGI

1 2 3 4 ) 6 7 8 9 10 | 11 12

W ILLUMINA |98,71|98,85(98,65|98,79|98,71(98,85|98,79|98,69|98,74(98,8198,94|99,02
MGl 97,25|97,93(97,78|97,43|97,82|97,32|97,35(97,24|97,81|97,25|97,14| 97,3

Sekil 4.4 lllumina ve MGI cihazlariyla ¢alisilan WES datalarinin Q20 degerleri

Tiim ekzom sekanslama datalarinin Q20 degerleri kiyaslandiginda; Illumina igin ortalama
98,80 iken, MGI i¢in ortalama 97,47 dir. Q20 degeri 100 bazda 1 hata oranini1 gosterdigi
icin bu deger ne kadar biiyiik olursa o kadar az hata orani oldugunu dolayisiyla daha
giivenli dataya sahip oldugumuzu goéstermektedir. Dolayisiyla Illumina datalarinin
ortalama Q20 degeri MGI datalarindan daha yiiksek oldugundan goreceli olarak hata

orani daha az ve daha giivenilir dataya sahiptir.

Tablo 4.5 lllumina ve MGI cihazlarinin TP53 ve MEFV genleri i¢in Q20 degerleri

ILLUMINA-TP53/MEFV Sonug¢ MGI-TP53/MEFV Sonug¢
9ETK1513 98,77 44899 102 14 97,16
9ETK1526 98,89 47218 L04 124 97,91
9ETK1527 98,8 47218 .04 121 97,71
9ETK1528 98,79 47250 LO1 43 97,17
9ETK1529 98,75 47218 L.04 127 97,85
9ETK1531 98,97 44899 L02 77 97,05
9ETK1602 98,86 47250 1L.02 71 97,04
9ETK1603 98,74 44899 102 80 97,11
9ETK1605 98,83 47218 L.04 125 97,74
9ETK1606 98,88 44899 102 79 97,04
9ETKS1075 99 53083 L01 42 96,73
9ETKS1077 99,1 47250 L02 14 97,02

Toplam 1186,38 Toplam 1167,53
Ortalama 98,87 Ortalama 97,29
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TP53MEFV- Q20 degeri

HILLUMINA MGl

99,5
99

98,5

9
97,5

9
96,5

9
95,5

1 P 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

m ILLUMINA 98,77|98,89| 98,8 |98,79|98,75|98,97|98,86|98,74|98,83(98,88| 99 | 99,1
MGl 97,16/97,91/97,71\97,17|97,85(97,05(97,04|97,11|97,74/97,04|96,73(97,02

Sekil 4.5 Illumina ve MGI datalarinin TP53 ve MEFV i¢in Q20 degerleri

TP53 ve MEFV genlerinin kesildigi datalarin Q20 degerleri kiyaslandiginda; Illumina igin
ortalama 98,80 iken, MGI i¢in ortalama 97,47°dir. Q20 degeri 100 bazda 1 hata oranin
gosterdigi icin bu deger ne kadar biiyiik olursa o kadar az hata oran1 oldugunu dolayisiyla
daha giivenli dataya sahip oldugumuzu gostermektedir. Dolayistyla Illumina datalarinin
ortalama Q20 degeri MGI datalarindan daha yiiksek oldugundan goreceli olarak hata

orani daha az ve daha giivenilir dataya sahiptir.

413 GC Icerigi

Hem WES datalarin hem de kesilmis datalarin GC igerigini hesaplarken fastq dosyalarin
kullandik. FastQC adi verilen bir yazilimla; tiim datalarin toplam sekanslarini, sekans
uzunluklarini, GC igeriklerini, her baz sekans kalitesini, sekans igerigini, okunamayan
baz yiizdesini, duplikasyon seviyesini, iist iiste okunan diziler ve adaptor igeriklerini

inceledik. Bu parametrelerden sadece GC yiizdelerini kiyaslama yapmak i¢in kullandik.
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Tablo 4.6 lllumina ve MGI cihazlarindan gikan WES datalarmin GC igerikleri

ILLUMINA-WES Sonug¢ MGI-WES Sonug¢
9ETK1513 52 44899 L02 14 49
9ETK1526 52 47218 104 124 49
9ETK1527 52 47218 L04 121 49
9ETK1528 52 47250 L01 43 49
9ETK1529 51 47218 L04 127 48
9ETK1531 52 44899 L02 77 48
9ETK1602 51 47250 L02 71 48
9ETK1603 51 44899 L02 80 48
9ETK1605 51 47218 L.04 125 48
9ETK1606 51 44899 L02 79 49

9ETKS1075 51 53083 L01 42 48

9ETKS1077 51 47250 L02 14 49
Toplam 617 Toplam 582
Ortalama 51,42 Ortalama 48,5

53
52
51
50
49
48
47
46

GCigerigi

ILLUMINA

1 2 3 4

ILLUMINA| 52 | 52 | 52 | 52

MGl

49 | 49 | 49 | 49

5
51
48

7 8 9 10
51 | 51 | 51 | 51
48 | 48 | 48 | 49

11
51

48

Sekil 4.6 Illumina ve MGI cihazlarindan ¢ikan WES datalarinin GC igerikleri

GC igerigi hakkinda net bir yiizdelik belirtilmemekle birlikte, ¢ok diisiik (30-40%) ile cok
yiiksek (60-70%) GC igerikleri giivenilir bulunmamaktadir. Ideal olan GC icerigi 45-50%

olarak belirlenmistir. Dolayisiyla hem Illumina hem de MGI cihazlariyla ¢alisilan WES

datalarinin GC igerigi ideal araliktadir.
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Tablo 4.7 lllumina ve MGI cihazlarinin TP53 ve MEFV genleri i¢in GC igerikleri

ILLUMINA-TP53/MEFV Sonug¢ MGI-TP53/MEFV Sonug¢
9ETK1513 57 44899 L02 14 55
9ETK1526 57 47218 104 124 55
9ETK1527 57 47218 L04 121 55
9ETK1528 57 47250 L01 43 55
9ETK1529 57 47218 L04 127 55
9ETK1531 57 44899 L02 77 55
9ETK1602 56 47250 L02 71 55
9ETK1603 56 44899 L02 80 55
9ETK1605 56 47218 1L.04 125 55
9ETK1606 56 44899 L02 79 55

9ETKS1075 57 53083 L01 42 55
9ETKS1077 57 47250 L02 14 55
Toplam 680 Toplam 660
Ortalama 56,67 Ortalama 55

TP53MEFV- GC igerigi

ILLUMINA MGl

54
1 2 3 4 5 6 7 8 S 10

ILLUMINA| 57 | 57 | 57 | 57 | 57 | 57 | 56 | 56 | 56 | 56
MGl 55 | 55 | 55 | 55 | 55 | 55 | 55 [ 55 | 55 | 55

11
57
55

Sekil 4.7 Illumina ve MGI cihazlarinin TP53 ve MEFV genleri i¢in GC igerikleri

Hem WES datalar1 hem de kesilmis datalar i¢cin GC igerigi ideal araliktadir.

4.2 Tstatistiksel Hesaplamalar

llumina ve MGI cihazlarindan ¢ikan datalarin ortalama derinlik, Q20 degeri ve GC

igeriklerinin kiyaslanabilmesi i¢in, iki bagimsiz degiskene sahip oldugumuz ve belli bir

hipotezimiz olmadig1 igin ‘t testi’ uygulandi. Hem excel hem de Python kullanilarak

hesaplamalar gergeklestirildi ve ikisinde de ayni sonuglar bulundu.
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Tablo 4.8 T testi uygulanarak bulunan p degerleri

Parametreler P Degeri (WES) P Degeri (MEFV-TP53)
Ortalama Derinlik 0,000089166 0,000000000023858
Q20 degeri 0,000000000000349 0,000000000005453
GC Icerigi 0,000000000002687 0,0000000000618662
Toplam Okuma Sayisi - 0,039535548
Data Boyutu 0,0000000064131 -

P degeri kiyaslanmak istenen iki farkli parametrenin arasindaki iliskinin anlamli olup
olmadigin1 gosteren bir degerdir. Bu deger eger <0.05 ise iki deger arasindaki farkin
istatistiki olarak anlamli oldugu kabul edilir. P degeri eger >0.05 ise iki deger arasinda
istatistiki olarak anlamli bir fark olmadigi kabul edilir. P degeri ne kadar diisiikse elde
edilen sonuglar o kadar daha az rastgele olur ve anlamlilik artar. Inceledigimiz tiim
parametrelerde p degerimiz <0.05 oldugu i¢in lllumina NovaSeq 6000 platformu ile MGI
DNBSeq 6400 platformu kiyaslandiginda istatistiki olarak anlamli farklar elde ettik.
Ozetle; ortalama derinlik, GC igerigi, Q20 degeri, ortalama okuma sayis1, data boyutu
gibi data kalite parametreleri tim ekzom sekanslama ve TP53-MEFV genleri igin
kiyaslandiginda Illumina ve MGI teknolojilerinin arasindaki fark istatistiki olarak

anlamlidir.
4.3 Tartisma

YND datalarinin kalitesini kontrol ve kiyaslama yapmak i¢in géz oniinde bulundurulan
bircok kalite parametresi bulunmaktadir. Biz bu c¢alismamizda GC igerigi, ortalama
derinlik, Q20 degeri, toplam okuma sayist ve data boyutu gibi parametreleri inceledik.
Ama bununla birlikte bir¢ok ¢alisma Q30 degerini inceler. 1000 bazda 1 hata payim
verdigi i¢in hassasiyeti daha fazla olmakla birlikte daha ¢ok kullanilan bir kontrol
parametresidir. Fastq dosyalarindan fastQC adi verilen yazilimla elde edilen kontrol
parametreleri: temel istatistikler, her baz basina sekans kalitesi, her sekansin kalite skoru,
GC igerigi, okunamayan baz icerigi, sekans uzunlugu dagilimi, sekans duplikasyon
seviyesi, fazla okunan sekanslar, adaptér ve kimer igerigidir. Burada elde edilen tiim
kalite parametreleri iki farkli cihazdan elde edilen datalar1 kiyaslamak i¢in kullanilabilir.
Temel istatistikler dosya adi, dosyanin tiirii, sekans uzunlugu ve %GC igerigi gibi 6zet
bilgilerin oldugu tablodur. Her baz basina sekans kalitesi; her bazin kalite degerlerini
grafik olarak verir. Yiiksek kalite degerleri 1y1 data olarak degerlendirilir. GC igerigi; 4
bazdan G ve C’nin toplam dagiliminin yiizde olan ifade edilisidir. Okunamayan baz

icerigi, okunamayan bazlar N yani niikleotid olarak ifade edilir, normal bir baz
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okumasinin yeterli seviyede giiven vermedigi durumlarda okunur. Sekans uzunlugu
dagilimi; tim dizilerde ortalama sekans uzunlugunu verir ve bu Olgiim dizileme
platformuna bagli olarak degisir. Sekans duplikasyon seviyesi; her sekans i¢in yineleme
derecesini sayar ve bir grafik olusturur. Fazla okunan (asir1 temsil edilen) diziler; onemli
bir parametredir. Clinkii aslinda ¢aligmanin kalitesini de belirler. Kiitiiphane hazirlig
asamasinda bir kirliligin olup olmadigin1 ya da gesitli olmadigini belirtir. Adaptdr ve
kimer icerikleri de adaptor dizisine sahip dizilerin ve kimer (k=7, k-mer) olusturan
dizilerin oranlarina bakilir [3]. Literatiirdeki ¢alismalarda bu parametreler de

incelenmistir.

Kumar ve arkadaslarinin yaptigi bir ¢alismada [24], YND teknoloji enstriimanlarinin
karsilastirilmasi yapilmistir. Bu karsilagtirma Illumina, lon Torrent, BGI, PacBio ve
Nanopore firmalarinin ¢esitli cihazlart karsilagtirillarak yapilmistir. Bu cihazlan
karsilastirirken kullandiklari parametreler ise; run basina maksimum okuma sayisi,
maksimum data ¢ikis araligi, okuma uzunlugu, run siiresi (saat olarak) ve uygulama
alanlaridir. Ikinci ve {iciincii nesil dizileme teknolojilerinin ayr1 ayr1 ve hibrit kullanimlari
kiyaslanmigtir. Her yontemin digerlerine gore avantajlarina deginilerek, arastirilmak
istenen amaca gore cihaz se¢imi i¢in uygun bir yayin ¢ikarilmistir. Kullanim alanlar1 ve
istenen okuma uzunlugu, siire ve okuma sayist gibi parametrelerle cihaz se¢imini

kolaylastiran bir yayin olusturulmustur.

Ayni sekilde Clark ve arkadaglarmin yaptigi bir caligmada [25], Agilent, lllumina ve
Nimblegen cihazlariyla tiim ekzom sekanslama datalari karsilastirilmistir. Bu platformlar
hedef zenginlestirme verimi, off-target zenginlestirme, GC igerikleri, SNV tayini ve
kiigiik indellerin tayini gibi parametrelere gore kiyaslandilar. Ik olarak DNA ornekleri
Stanford Universitesi Hastanesi’nden Ve Qiagen’in genomik DNA izolasyon kitiyle izole
edilmistir. Ardindan kiitiiphane hazirligi, ekzom zenginlestirme yapilmistir. Elde ettikleri
WES datalarint WGS ile kiyaslamak i¢in WGS datasi1 da elde edilmistir. Ardindan GATK
(Genome Analysis Toolkit) kullanarak varyant cagirma islemi gerceklestirilmistir. SNV
tespitinde, WES datalart WGS datalarindan genel olarak daha yiiksek Phred skoruna
sahiptir. Nimblegen i¢in ekzom datasinda 573, genom datasinda 320, Agilent i¢in ekzom
datasinda 428 genom datasinda 192 ve Illumina i¢in ekzom datasinda 341 genom
datasinda 380 olarak tespit edilmistir. Sadece Illumina datalar1 igin ekzom ve genom
datalar1 arasindaki fark az tespit edilmistir. Off-target bolgelerin okunmasi oraninda ise

Agilent i¢in 12.8%, Nimblegen icin 9.3% ve Illumina icin 35.6% tespit edilmistir. Ug
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platform i¢in de yliksek orandaki off-target zenginlesme orani tekrar eden ogelerde ve
segmental duplikasyonlarda saptanmistir. Bu cihazlar tasarimi geregi, Agilent RNA’lar
DNA’dan daha ¢ok kullanan ve Ensembl genlerini daha fazla kapsayan bir cihaz iken,
Illumina 27.73 Mb UTR bdélgelerini de hedefleyen cihazdir. Nimblegen ise daha fazla
miRNA’y1 okuyabilen cihaz olarak siniflandirilmistir. Bununla birlikte elde ettikleri
WES datalarinda align edilen okuma sayist Agilent i¢in 99.3%, Nimblegen (99.2%) ve

[llumina i¢in 98.3% olarak hesaplanmustir.

Yapilan bir bagka ¢alismada da Korostin ve arkadaslari tarafindan [26] gerceklestirilmis
ve tim ekzom sekanslama datalart MGISEQ-2000 ve Illumina HiSeq 2500 cihazlari
kullanilarak kiyaslanmistir. VVaryant arama parametreleri Samtools mpileaup, GATK,
Strelka2 ve Sentieon kullanarak ayr1 ayr1 gerceklestirmislerdir. Etik izinler alindiktan
sonra DNA 06rnegi (25 yasinda yumurta bagislama kriterlerini karsilayan bir kadindan)
toplanmis ve izole edilmistir. DNA kiitiiphaneleri olusturulmus ve cihazlarda ayri ayri
sekanslanmistir. FastQC raporlar1 kullanilarak okuma, baz, GC igerigi, Q20 ve Q30
degerleri arastirilmistir. MGISEQ’te okuma (*10°) 780 iken Illumina’da 726, baz MGI’da
117 iken Hlumina’da 108.9 bulunmustur. GC igerikleri ayn1 ve %40 saptanmistir.
Bununla birlikte Q20 ve Q30 degerleri MGI igin sirastyla 99.92% ve 95.03% iken
lllumina igin sirasiyla 99.99% ve 97.18% olarak hesaplanmistir. Varyant ¢agirma
adimlarini tek tek dort fakli pipeline kullanarak yaptiklarinda hem MGI hem Illuminaigin
benzer sonuglar elde etmisler. Bununla birlikte MGISEQ-2000 ile lHlumina HiSeq 2500
karsilastirildiginda, Illumina tarafindan iretilen veriler i¢in ek olarak %3-4 oraninda
duplikasyon ile sonuglanmistir. Sonug olarak iki platform i¢in de genel olarak yakin veya
benzer sonuglar elde etmisken, aralarindaki farki varyant arama ve indel deteksiyonu gibi
adimlarda bulmuslardir. Varyant ¢agirma islemi icin 4 farkli pipeline kullanip teyit
etmislerdir. Ve bu elde ettikleri farkinda istatistiki olarak 6nemsiz oldugu sonucuna

varmiglardir.

Bir bagka calisma da Zhang ve arkadaslar1 tarafindan yapilmis [27] ve bu ¢alismada lon
TargetSeq ve HiSeq 2000 cihazlar1 kullanilarak iki farkli ekzom capture kitleri
kullanilarak varyant aramadaki farkliliklar kiyaslanmistir. 4 farkli kisiden DNA’lari
toplayip Qiagen’in kitiyle izole edip kiitliphane hazirlig1 yaptiktan sonra iki farkli ekzom
kiti kullanarak sekanslamislar ve de varyant aramasi yaptiktan sonra Sanger yapmislardir.
Sanger dogrulama yaparak iki adiml gittikleri ¢alismada HiSeq ile elde edilen datanin

goreceli olarak daha yiiksek dogruluga sahip oldugu ve dzellikle InDel tespiti konusunda
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daha iyi oldugu sonucu varmigslardir. 4 birey icin de ayr1 ayr1 TargetSeq-Proton ve
SureSelect-HiSeq platformlar1 kullanilarak yapilan ekzom sekanslama islemlerinde
20x’teki kapsamlar sirasiyla; (6nce TargetSeq ardindan HiSeq yazilacaktir) 79-71, 86-74,
84-63 ve 84-66 tespit edilmistir. Ve ortalama kapsama derinlikleri dort birey i¢in yine
ayn1 sirayla; 39.8-40, 51.9-45.3, 50.3-33.4 ve 49.8-36 olarak saptanmistir. Daha yiiksek
kapsama derinligi daha iyi sonug¢lar anlamina gelir. Ayni sekilde SNP ve kiiciik indeller
i¢cin yaptiklar1 arastirmada iki platform i¢in 6nemli farkliliklar tespit edilmistir. Kiiglik
indeller HiSeq’te 55.3% saptanirken, TargetSeq’te 78.4% olarak saptanmigtir. SNP’lerin
dogrulanmasi i¢in Sanger sekanslama yapilmis ve HiSeq igin bu oran 88.3% iken
TargetSeq i¢in 60.0% olarak bulunmustur. Dolayisiyla 4 farkli tiim ekzom sekanslama
datasinin kiyasinda; SNP ve kii¢iik indellerin tespitinde SureSelect HiSeq, TargetSeq-
Proton’a oranla daha yiiksek dogruluk oranina sahip varyant arama Ozelligine sahip

oldugu bulunmustur.

Son olarak Lang ve arkadaslarinin yaptigi [28] ve bizim ¢alismamiza en ¢ok benzeyen
bizim de tez i¢in yararlandigimiz ¢alisma olan Illumina NextSeq500 ve MGISEQ-2000
cihazlarinin karsilastirilmasi ¢aligmasit mevcuttur. 272 adet 29-91 yas grubu arasinda
ornek toplanmistir.79’u plasma 6rnegi, 21’1 beyaz kan hiicresi ve 172’si formalin ile
sabitlenmis ya da parafin blok olarak se¢ilmistir. Bu ¢alismada datalar Q20 orani, GC
icerigi, ortalama derinlik ve Capture verimi parametrelerine gore kiyaslanmistir. Bunu
yaparken MGI ile dizilenen datalarda 101-133 bg fragment kaybinin oldugunu
saptamiglardir. Ama kiitiiphane hazirhgmi Illumina kitlerine gore yaptiklarint igin
MGISEQ protokoliinii kullanmadiklart i¢in bu farkin sebebini kit farkliligindan dolay:
diye yorumlamislardir. MGI cihazlar1 DNB olusturma teknolojisini kullanirken Illumina
koprii PZR’1 yontemini kullanmaktadir, bu da aradaki par¢a boyutu kaybini agiklayabilir.
Bu aradaki parc¢a boyutu kaybindan dolay1, hemolize olmus plasma &rnekleri ya da prafin
bloga uzun siiredir sabitlenmis parafin blok gibi kisa boyutlu numunelerin Illumina ile
dizilenmesinin daha mantikli oldugu kararina varmiglardir. Kalite kontrol parametreleri
arasindaki farki degerlendirmek i¢in t testi uygulamislardir ve tiim parametrelerde aradaki

farkin istatistiki olarak anlamli oldugu sonucuna varmiglardir.

Biz de bu ¢aligmamizda 24 farkli hastadan alinan DNA 6rnekleriyle yapilan tiim ekzom
sekanslama datalarinda GC igerigi, ortalama derinlik ve Q20 degerlerini kiyaslayarak iki
yonli hipotez i¢in t testi uygulayarak NovaSeq ve DNBSeq arasinda istatistiki olarak

anlamli farklar elde ettik.
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4.4  Sonug¢

Illumina NovaSeq 6000 ve MGl DNB Seq-G400 cihazlarini kullanarak yaptigimiz tim
ekzom sekanslama ve gen bazli sekanslama datalarinin kiyaslanmasinda, NovaSeq cihazi
ortalama derinlik ve Q20 degeri agisindan DNB Seq-G400 cihazina oranla daha yiiksek
degerler verdiginden ve aralarindaki farkin istatistiki olarak anlamli olmasindan dolay1
yiiksek okuma orani ve daha giivenilir data istenen ¢alismalarda tercih edilebilecegi
sonucuna varilmistir. Bununla birlikte GC igeriklerinin iki cihaz i¢inde optimum deger
araliginda olmasi, okumalarin kirli olmamasi, elde edilen data boyutlarinin yeterli olmast,
okuma sayisinin yeterli olmasi ve Q20 degerlerinin ikisi i¢in de istenen degerde olup
giivenilir datalar vermesi gibi parametreleri her iki teknoloji de karsiladigindan hem gen
bazinda hem de tiim ekzom sekanslama caligsmalari i¢in ikisinin de kullanilabilecegine

karar verilmistir.
45 Oneriler

Bizim ¢aligmamizda birbirinden tamamen farkli kurumlardan gelen 24 farkli bireyin tim
ekzom sekanslama calismasi yapilmustir. Iki cihazin kiyaslanmasi yapilirken baska farkls
parametre olmamasi adina, birbiriyle ayn1 6rnekler kiyaslanarak sadece cihaz kalitesi
kiyaslanabilirdi. Genlerin okumalar1 kiyaslanirken yeni bir calisma ile degil tiim ekzom
sekanslama datasindan kesilerek yapildi. Dolayisiyla, yeni yapilacak bir ¢alisma igin
degisken olan kosulun sadece iki cihaz ve onlarin teknolojileri olmasi, gen bazinda bir
aragtirma yapilacaksa eger sadece o genlerin primerlerini igeren ayri bir caligma
konularak sadece istenen genlerin okumalarinin kiyaslanmasi ve daha fazla data kalite

parametresi kullanilarak daha kapsamli bir kiyaslama ile sonug¢landirilmasi 6nerilir.
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