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Onsoz

Tip fakiiltesi ikinci sinifta karar verdigim genetik bilimcisi olma hayalimi,
akademisyenlik seviyesine tagima yolunda en biiyiik adimi bugiin itibariyle atmis
bulunmaktayim. Dort sene dnce biyoinformatik alanimna hakim bir genetik hekimi
olmak hedefiyle basladigim doktora seriivenimin sonuna gelip baktigimda, bu
hedefimi biiyiik 6l¢iide gergeklestirdigimi gérmenin derin bir gurur ve motivasyonunu
yasamaktayim. Bu siirecte en ¢ok ilgimi ¢eken konu, siiphesiz ki tezimin de basrol
oyuncusu olan nanopore sekanslama biyoinformatigi oldu. Prof. Dr. Hiiseyin Onay
hocam sayesinde, bu teknolojiyi ¢ok erken bir donemde tanima ve uygulama firsati
buldum. Bu teknolojinin ilk cihazi olan Minion neredeyse piyasaya ¢ikar ¢ikmaz
ogrenmeye basladigim i¢in, gerek yazilimsal gerekse donanimsal olarak yeniliklere
hakim bir sekilde kendimi siirekli gilincelleyerek ilerleyebildim. Tez konumun
nanopore teknolojisiyle ilgili olmasi igin danigman hocam Prof. Dr. Ferda Ozkiay’a
danistigimda ise son derece olumlu karsilad: ve bu teknolojiyi ve biyoinformatigini
detaylica 6grenmem i¢in her zaman yardimeci1 oldu. Tez siirecim, hocalarimin ve benim
de teknolojiye hakimiyetimiz sayesinde sorunsuzca ilerledi. Bu tez ¢alismasi sonunda
ortaya ¢ikan prototipin daha biiytik 6l¢ekli ¢alismalara dnciiliik edecegine inantyorum.
Bu siirecte, giincel dizi analizi teknolojileri uygulamasi ve biyoinformatigi konularina
hakim olup ilerlemem i¢in desteklerini ve yardimlarini esirgemeyip her zaman
yanimda olan hocalarima, ¢calisma arkadaslarima ve 2211/C Yurt i¢i Oncelikli Alanlar
Doktora Burs Programi’yla burs destegi saglayan TUBITAK a sonsuz tesekkiirlerimi

sunuyorum.
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Ozet

Nanopore sekanslama teknolojisi kullamlarak, kisi tammlama Kkiti gelistirilmesi
Amac: Insan Deoksiribo Niikleik Asidi (DNA) bilinen en stabil biyolojik
materyallerden bir tanesi olup, kisiye 6zel bir cok tanimlama bdlgesi icermektedir. Son
yillarda, DNA 1iizerindeki belirli Tek Niikleotid Polimorfizm’lerinin (Single
Nucleotide Polymorphism-SNP) genotiplendirilmesi, 0©zellikle kimliklendirme
caligmalarinda giderek yayginlasan ve yiiksek ayrim giici sunan bir yontemdir.
Genotiplendirme islemi, yeni nesil dizi analizi teknolojisindeki hizli ilerlemeler
sayesinde giderek pratiklesmis olsa da bu cihazlarin bir¢ogunun uzun siirede sonug
vermesi ve biiyiik veri analizleri gerektirmesi, 6zellikle hizli kimliklendirme gereken
durumlarda biiylik bir dezavantaj olusturmaktadir. Bununla birlikte, 4. nesil olarak
gecen Oxford Nanopore teknolojisini kullanan bir cihazin (Minion) uzun okumalar
yapmast, hizl1 analiz ve kii¢iik boyutlar1 sayesinde sahada kullanima imkan saglamasi,
bu dezavantajlar1 ortadan kaldirmistir. Bu projede; Oxford Nanopore sekanslama
platformuna uyum saglayacak, teknolojik ve pratik SNP temelli bir kisi tanimlama

prototipi gelistirilmesi amaglanmaistir.

Gereg¢ ve yontem: Ticari DNA kullanilarak, literatiirde kisi tanimlama i¢in siklikla
kullanilan 52 SNP bolgesi multipleks Polimeraz Zincir Reaksiyonu (Polymerase Chain
Reaction-PCR) metodu ile amplifiye edilmistir. Bu amplikonlar Oxford Nanopore
Minion cihazi ile sekanlanmigtir. Sekans verilerine gore 6zgiin bir biyoinformatik is

akis1 tasarlanmustir.

Bulgular: Ug ticari DNA &rnegi iizerinden yapilan galismalarda Nanopore verilerinin
52 SNP bolgesinde de tam olarak dogru sonug verdigi gozlenmistir. Toplam siire 1

saatin altinda tamamlanmustir.

Sonug¢: Bu tez sonucunda 52 adet SNP bolgesi Oxford Nanopore Minion cihaziyla
basarili bir sekilde sekanslanmistir. Ayni zamanda SNP temelli kisi tanimlama i¢in

diinya {izerinde erisilmis en hizli siire elde edilmistir.

Anahtar Kelimeler; SNP; kisi tanimlama; nanopore
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Abstract
Development of human identification kit using nanopore sequencing technology

Objective: Human DNA is one of the most stable biological materials known and
contains a number of individual identification sites. In recent years, genotyping of
certain SNP on DNA has become increasingly common, especially in identification
studies, and offers high discrimination power. Although the genotyping process has
become increasingly practical due to the rapid advances in next generation sequencing
technology, many of these devices have long-lasting results and require large data
analyzes, especially in cases where rapid identification is required. However, the
Minion device, which is defined as the 4th generation sequence device, has a small
size and enables rapid analysis, thus eliminating these disadvantages. In this thesis; it
is aimed to develop a technological and practical SNP based human identification

prototype that will adapt to the Oxford Nanopore sequencing platform.

Materials and methods: Using commercial DNA, 52 SNP regions frequently used
for identification in the literature were amplified by multiplex PCR method. These
amplicons were sequenced with the Oxford Nanopore Minion device. A unique

bioinformatics workflow is designed based on sequence data.

Results: Nanopore data were found to be completely accurate in 52 SNP regions in

three commercial DNA samples. Total time was completed under 1 hour.

Conclusion: As a result of this thesis, 52 SNP sites were sequenced successfully with
Oxford Nanopore Minion device. At the same time, the fastest time has been achieved

in the world for SNP based human identification.

Keywords; SNP; human identification; nanopore
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1. Giris

1.1. Arastirmanin Problemi

Insan DNA’s1 kullanilarak kimlik belirleme galismalari; adli olaylardan, paternite
belirlenmesine kadar birgok alanda yaygin olarak kullanilan ve sonuglari itibariyle
biiylik 6nemi olan ¢aligmalardir. Bu ¢alismalar, Alec Jeffreys ve arkadaglarinin "DNA
profillemesi" ya da "DNA fingerprinting" olarak bilinen teknigi tanimlayip, adli
olgularda basarili bir sekilde uygulamalariyla baglamis ve giinlimiize kadar artan bir
ivmeyle devam etmistir (Jeffreys, Brookfield ve Semeonoff, 1985). DNA
profillemesinde ge¢misten giiniimiize dek cesitli yontemler kullanilmistir. Bunlar
baslica Restriksiyon Fragman Uzunluk Polimorfizmi (Restriksiyon Fragment Length
Polymorphism-RFLP) ve PCR temelli yontemlerdir. PCR temelli yontemleri de temel
olarak Degisken Sayili Ardisik Tekrarlar (Variable Number of Tandem Repeat-
VNTR), Kisa Ardisik Tekrarlar (Short Tandem Repeat-STR) ve SNP analizi olarak

tice ayirmak miimkiindiir (Primorac ve Schanfield, 2014).

RFLP yonteminde DNA, restriksiyon enzimleri aracilifiyla fragmanlara boliinmekte
ve bu fragmanlar genellikle agaroz jel lizerinde elektroforez islemine tabii tutularak
goriintiilenmektedir. Bu islemin amacina gore de sonuclar analiz edilmektedir (Mittal,
Chaturvedi ve Tulsyan, 2013). RFLP, adli tiptaki DNA uygulamalarinda kullanilan ilk
yontem olarak bilinmektedir. (Kashyap, Sitalaximi, Chattopadhyay ve Trivedi, 2017).
PCR ise Mullis tarafindan kesfedilen ve ¢ok kisa bir siire i¢erisinde DNA’daki
istenilen bolgeleri amplifiye etmekte kullanilan, glinlimiizdeki molekiiler biyoloji
calismalarinin temelini olusturan yontemdir (Mullis, 1990). PCR’1n kesfinden sonra
diger bir¢ok alanda oldugu gibi DNA profillemesi konusundaki kesifler de giderek
hizlanmistir. DNA profilleme calismalarinda su ana kadar VNTR, STR ve SNP
bolgeleri analiz edilerek kimliklendirmeler yapilmistir (Schneider, 2012). VNTR'ler
genellikle kromozomlarin subtelomerik bolgelerinde bulunan 10 ila 100 baz ¢ifti
arasinda degisen dizilerin tekrarlarindan olusan polimorfik bdolgeleridir. VNTR
profillemesi genel olarak zorludur ve yerini STR’lara birakmigtir. STR’lar ise 2 ile 6
bazlik dizilerin tekrarindan olusan mikrosatellit bolgeleridir (Reid, Storts, Riss ve
Minor, 2004). VNTR’lere gore daha kisa olup daha az tekrar sayisina sahip olduklari
icin analizleri daha kolay bir sekilde analiz edilebilmektedir. Giiniimiizde DNA

profillemesinde altin standart olarak cesitli STR bdolgeleri analiz edilmektedir (J. M. J.
1



M. Butler, 2005). STR analizi, Sanger sekanslama olarak da bilinen kapiller
elektroforez cihazlar1 araciligiyla yapilmaktadir. Ancak olduk¢a konvansiyonel ve en
eski otomatize sekanslama yontemi olan kapiller elektroforez iglemiyle STR analizi
hem uzun stirmektedir hem de sik sik islemin tekrarlanmasi gerekmektedir (Gammon
ve Mayers, 2019). STR bolgeleri kisa tekrar bolgelerinden olustuklart i¢in yeni nesil
dizi analizi cihazlartyla basarili bir sekilde dizilenememektedirler. Tiim bu
dezavantajlardan dolayr DNA profillemesinde STR analizi yerini yavas yavag SNP
analizine birakmaya baslamistir. SNP’ler genomda oldukga yaygin olarak goriilen tek
niikleotid polimorfizmlerdir ve STR’lara kiyasla oldukca diisiik mutasyona ugrama
oranina sahiptirler ayrica ¢ok daha kolay bir sekilde analiz edilebilmektedirler (Daniel

ve Walsh, 2006).

Yeni nesil dizi analizi teknolojisindeki hizli ilerlemeler, yeni teknolojilerin uygulama
alanina girmesiyle devam etmektedir. Ozellikle 4. nesil dizi analizi olarak tanimlanan
"Oxford Nanopore" teknolojisi, yeni nesil dizi analizi teknolojisinin getirdigi, ayn1
anda ¢ok sayida bdlgenin analizi, baz basina maliyet diisiikliigli gibi tiim faydalarin
yanisira uzun okumalar yapmasi, hizli analiz imkani ve 6zellikle kiiciik boyutlari
sayesinde sahada, laboratuvar disinda ve olgu baginda kullanima imkan saglamaktadir.
Nanopore sekanslama teknolojisi kullanilarak, tek bir DNA veya Ribo Niikleik Asit
(Ribonucleic Acid-RNA) molekiilii, PCR amplifikasyonu veya 6rnegin kimyasal
etiketlenmesine gerek olmadan dizilenebilmektedir (Feng, Zhang, Ying, Wang ve Du,
2015). Bu teknoloji su ana dek viral patojenlerin hizli bir sekilde tanimlanmasi,
Ebola'nin izlenmesi, gida giivenliginin izlemesi, insan genom dizilenmesi, bitki
genomu dizilenmesi, antibiyotik direncinin izlenmesi ve haplotipleme gibi pek ¢ok
alanda kullanilmistir ve yapilan bu ¢aligmalar teknolojinin avantajlarinin
kimliklendirmede de kullanilabilecegini net bir sekilde ortaya koymaktadir (Belser ve
digerleri, 2018; Miten Jain ve digerleri, 2018; Quick ve digerleri, 2016; Schmidt ve
digerleri, 2017).

1.2. Arastirmanin Sorusu
DNA profillemede, saha i¢erisinde uygulanabilen, dogru ve hizli sonug¢ veren yontem

nedir?



1.3. Arastirmanin Hipotezleri

Nanopore sekanslama teknolojisi, insan DNA’sindan ayni anda ¢ok sayida SNP
genotiplendirmesi i¢in uygun bir teknolojidir.

Nanopore sekanslama teknolojisi SNP temelli DNA profillemede saha iizerinde dogru

ve en hizli sonucu verecek olan teknolojidir.

1.4. Arastirmamin Varsayimlari
Arastirmada, izole edilmis sekilde satin alinmis DNA’lar kullanilmistir. Bizim de
benzer kalitede bir DNA izolasyonu yapacagimiz varsayilarak deneylere devam

edilmistir.

1.5. Arastirmanin Simirhihiklar:

Arastirmamizda yalnizca 3 farkli DNA ile genotiplendirme islemi yapilmistir.
Prototipten kit haline gecis agsamasinda, 6rnek sayisini artirarak temsil giiclinii 6lgmek
gerekmektedir.

Genomik materyal olarak ticari olarak satin alinan DNA’lar kullanilmistir. Devam
projesinde, kan, tiikiiriik, semen gibi ¢esitli biyolojik materyallerden izolasyon
yapilip, kitin zorlu kosullardaki basarisini da gdstermek gerekmektedir.

Ortaya ¢ikan prototip teorik olarak sahada sonu¢ vermeye uygun goziikse de, tiim
deneyler laboratuvar ortaminda yapilmistir. Kitlestirme agamasinda saha iizerinde de

denemeler yapilmalidir.

1.6. Arastirmanin Amaci

Bu tezde, nanopore teknolojisi kullanilarak diinyanin en hizli ve laboratuvar disinda
uygulanabilir SNP tabanl kisi tanimlama kiti prototipi gelistirilmesi amag¢lanmaistir.
Bu amag¢ dogrultusunda 52 SNP (rs1490413, rs876724, rs1357617, rs2046361,
rs717302, 1rs1029047, 1s917118, 1s763869, 1rs1015250, 1rs735155, 1s901398,
1s2107612, rs1886510, rs1454361, rs2016276, rs729172, rs740910, rs1493232,
rs719366, rs1031825, 1rs722098, rs733164, 1s826472, 1s2831700, rs873196,
rs1382387, rs2111980, rs2056277, rs1024116, rs727811, rs1413212, rs938283,
rs1979255, rs1463729, rs2076848, rs1355366, rs907100, rs354439, rs2040411,
rs737681, 1s2830795, rs251934, rs914165, rs10495407, rs1360288, rs964681,
rs1005533, rs8037429, rs891700, rs1335873, rs1028528, rs1528460) analiz edebilen
bir prototip hazirlanacaktir. Bu prototipin, laboratuvar ortam1 veya donanimli teknik

personel gerekmeksizin saha igerisinde dakikalar i¢inde sonu¢ verebilecek olma



potansiyeli nedeniyle yalnizca tibbi ya da adli vakalarda degil, kesin kimliklendirme

gereken tiim durumlarda kullanim potansiyeli olacagi 6ngdriilmektedir.



2. Genel Bilgiler
2.1. Polimorfik alanlar

Gecgmisten giiniimiize, DNA profillemesinde insan genomunda bulunan polimorfik
bolgelerden yaralanilmistir. Bu polimorfik alanlar; VNTR, STR ve SNP’lerdir
(Primorac ve Schanfield, 2014).

2.1.1. VNTR

VNTR’ler ilk olarak 1980 yilinda tanimlanmis, DNA {izerinde yer alan ardisik tekrar
bolgeleridir (Wyman ve White, 1980). Bu bolgeler 6 ya da daha yiiksek sayida
niikleotidin ardisik olarak ¢ok sayida tekrar etmesiyle olusmaktadir (Nédslund ve
digerleri, 2005). VNTR’lar, DNA profillemede ilk kullanilan yiiksek polimorfik
alanlardir (Jeffreys ve digerleri, 1985). VNTR analizi i¢in ilk etapta RFLP yontemi
kullanilmistir. RFLP sonucunda olusan fragmanlar genellikle agaroz jel elektroforezi
kullanilarak biiyiikliigiine gére ayrilmaktadir ve ardindan Southern Blot yontemi ile
hedeflenen VNTR bdlgelerinin tespiti yoluyla kisiye DNA profillemesi
saptanabilmektedir. Elde edilen bant paterni kisiye 6zgiin olsa da yorumlamasi ve
uygulamasi olduk¢a zor olan yontemlerdir. Bu zorluklarin yanisira degrade 6rneklerde

VNTR ile ayrim neredeyse imkasiz bir hal almaktadir.

2.1.2. STR

VNTR'dan farkli olarak STR lokuslari, daha kisa tekrar dizilerine (2-7bp) sahip olup,
bu sayede degrade orneklerde daha direnclidi ayn1 zamanda daha yiiksek duyarlilik
saglamaktadir. STR tiplendirme artik adli tip laboratuvarlarinda kullanilan primer
yontem olmustur. Tetramerik ve pentamerik tekrar dizileri en yaygin kullanilan STR
tipleri olup, tek bir PCR reaksiyonunda 16'ya kadar lokus analize girebilmektedir.
Diger PCR temelli metodlar ile karsilagtirildiginda, STR analizi daha hizli sonug
vermektedir. STR bolgelerinin de ¢ok yiiksek polimorfizm gdstermesi, ayrim giicliniin

yiikselmesini saglamaktadir (Tracey, 2001).

The Federal Sorusturma Biirosu (Federal Bureau of Investigation - FBI) laboratuvari,
1997'de ulusal bir calisma baglatarak, Combined DNA Index System (CODIS) olarak
isimlendirilen ¢ekirdek STR lokus seti olusturmustur (Budowle, Moretti, Baumstark,

Defenbaugh ve Keys, 1999). Secilen 13 lokus CSF1PO, FGA, THO1, TPOX, VWA,
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D3S1358, D5S818, D7S820, D8S1179, D13S317, D16S539, D18S51 ve D21S11
belirteclerinden olusmaktadir. Genel olarak, 15 STR lokusu kullanarak
gergeklestirilen bir DNA profilleme, yaklagik 4x10'¥'lik bir duyarlilikta sonug
verebilmektedir (Marjanovic ve digerleri, 2006). Daha da kolaylik saglamak amaciyla,
birgok laboratuvar, 16'ya kadar STR lokusunu c¢ogaltma kapasitesine sahip kitler
kullanmaktadir. STR’lar giiniimiizde hala DNA profillemede altin standart bir
yontemdir (J. M. J. M. Butler, 2005).

STR temelli DNA profillemenin de dezavantajlari vardir. Karigik 6rneklerin yorumu,
ozellikle "stutter" nedeniyle komplike bir husustur (Brookes, Bright, Harbison ve
Buckleton, 2012). PCR artefakt, esas allelden 1 tekrar daha kisa "yanlis" allellere yol
acabilmektedir. Fragman boyutlarinda kiiciik degisikliklere yol acan tam olmayan
tekrar iinitleri iceren alleller goriindiigiinde, baska bir durum meydana gelmektedir.
Primer baglanma bolgesi mutasyonlar1 bulunan Orneklerde o  belirteg
kullanilamayabilir. Bu durumlar, kotii pik dengesi veya heterozigot lokusda “allel
dropout”a sebep olur (Heinrich, Miiller, Rand, Brinkmann ve Hohoff, 2004). Ayni
zamanda STR’lar kapiller elektroforez cihazlariyla analiz edilebilmektedir (J. M.
Butler, Buel, Crivellente ve McCord, 2004). Bu cihazlar Sanger sekanslama
teknolojisi olarak da bilinen birinci nesil dizi analizi cihazlaridir. Sekans bast maliyet

yiiksekliginin yanisira yliksek tekrar orani gibi sorunlar da teskil etmektedirler.

2.1.3. SNP

SNP’ler genom iizerinde yer alan ve en sik karsilasilan tek niikleotid degisiklikleridir.
Biiyiik cogunlukla bialleliktirler. Genomda yaklagitk 1000 bazda 1 goriiliirler
(Nussbaum, 2016). SNP haplotiplerinin %80’1 tiim etnik gruplarda goriilmektedir
ancak yaklasik %8'inin popiilasyona 6zgii oldugu bildirilmistir (Patil ve digerleri,
2001). dbSNP veritabaninda su ana dek 2 milyarin iistlinde SNP bildirilmistir. Bu
rakam 2006 yilinda 10 milyon civarindayken, 13 sene igerisinde 200 kat artmigstir
(Sherry, 2001).

Son yillarda kisi tanimlamada SNP kullanimi giderek yayginlasmaya baslamistir.
Bunun sebeplerinden ilki yeni nesil dizi analizi teknolojilerinin giderek yayginlasmasi
ve SNP genotiplendirmesini olduk¢a kolay bir hale getirmesidir. Bir digeri SNP’ler

yalnizca kisi ayirmakla kalmayip 1k, cografya tayini gibi bilgiler sunmasidir. Son



olarak da degrade olmus DNA’da diger polimorfik belirteclere kiyasla ¢ok daha kolay
bir sekilde genotiplendirme yapilabilmesidir (Primorac ve Schanfield, 2014).

SNPforID konsorsiyumu 2003 yilinda kurulmus ve STR’lara gore daha kolay
genotiplendirilebilir ve yiiksek ayrim giiciine sahip , tablo 1’de belirtilen 52 otozomal
SNP belirlemistir (Sanchez ve digerleri, 2006). Bu konsorsiyumun ortaya ¢ikisinda,
STR’larin degrade DNA genotiplendirmesindeki basarisizligi ve SNP’lerin 500 pg’a
kadar DNA ile genotiplendirebilme yetenegi rol oynamistir. 52 SNP kullaniliarak
yapilan genotiplendirmenin ayrim giiciiniin 5x10-'? oldugu tespit edilmistir. Bu rakam,
laboratuvarlarda yaygin olarak kullanilan 15 belirte¢li STR kitlerinin ayrim giiclinden

yaklasik 10 kat daha yiiksektir .

Tablo 1. SNPforID konsorsiyumu tarafindan belirlenen 52 SNP bolgesi ve allel

bilgileri
Referans  Alternatif Referans  Alternatif
SNP SNP
allel allel allel allel
rs1005533 G A rs2111980 T C
rs1015250 G C rs251934 A G
rs1024116 C T rs2830795 A G
rs1028528 A G rs2831700 A G
rs1029047 T A rs354439 A T
rs1031825 A C rs717302 G A
rs10495407 G A rs719366 G A
rs1335873 T A rs722098 A G
rs1355366 T C rs727811 G T
rs1357617 A T 1s729172 G T
rs1360288 C T rs733164 G A
rs1382387 C A rs735155 C T
rs1413212 T C rs737681 T C
rs1454361 T A rs740910 A G
rs1463729 C T 1763869 G A
rs1490413 G A rs8037429 C T
rs1493232 C A 1s826472 T C
rs1528460 C T rs873196 C T




rs1886510 G A 1s876724 C T
rs1979255 C G rs891700 A G
152016276 T C rs901398 C T
152040411 G A rs907100 G C
152046361 T A rs914165 G A
152056277 C T rs917118 C T
152076848 A T rs938283 T C
1s2107612 G A 1s964681 T C

2.2. Sekans teknolojileri
2.2.1. Yeni nesil dizi analizi:

DNA dizi analizi tek niikleotid varyasyonlari, kopya say1 degisikligi (copy number
variation-CNV) ve insersiyon/delesyon mutasyonlart gibi genetik degisiklikleri
molekiiler diizeyde saptamay1 saglayan olduk¢a onemli bir yontemdir. ‘National
Human Genome Research Institute * 2004 yilinda “1000 Genom” projesini baslatmis
ve insan genomunu 1000 dolardan daha az maliyet ile dizileyebilecek teknolojilerin
gelistirilmesini hedeflemistir (1000 Genomes Project Consortium ve digerleri, 2015).
Bu sayede “1000 Genom” projesinin baslangicindan giiniimiize kadar yeni nesil

dizileme yontemleri gelistirilmistir.

Ikinci nesil dizi analizi olarak da adlandirilan yeni nesil dizi analizi yiizbinlerce hatta
milyonlarca okumay1 ayni anda yapabilen bir teknolojidir. yeni nesil dizi analizi ile ile
ayni anda birden ¢ok hastada pek c¢ok sayida genin molekiiler analizi
yapilabilmektedir. Giiniimiizde var olan biitlin platformlarda yeni nesil dizi analizi;
kiitliphane hazirlig1, amplifikasyon, dizileme reaksiyonu ve veri analizi olmak iizere 4
basamaktan olusmaktadir (Buermans ve den Dunnen, 2014). Kiitliiphane hazirlig1
sirasinda genomik materyal dizileme reaksiyonuna uygun hale getirilmek amaciyla
rastgele olarak 35-500 bp uzunlugunda pargalara ayirilir ve DNA fragmentlerinin
uclarina uygun adaptorler takilir. Kiitliphane hazirligr yaklagik 24-36 saat kadar stire
gerektirmektedir. Kiitliphane hazirligi sonrasinda, kullanilan platforma gore farkli
yontemler kullanilarak (bridge amplifikasyon, emiilsiyon PCR) genomik materyal

amplifiye edilir. Bir flow-cell’e optimal kiitiiphane malzemesi yiiklenmesi ile yaklasik
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800-1000 K/m2 kadar kiime elde edilir. Daha sonra dizi analizi basamagi yine
kullanilan platforma baglh olarak sentez temelli veya ligasyon temelli olarak yapilir
(Buermans ve den Dunnen, 2014; Metzker, 2010). Gilinlimiizde yeni nesil dizi analizi
aragtirma laboratuvarlarinda ve klinik tan1 merkezlerinde yaygin olarak kullanima
girmistir. Yeni nesil dizi analizi ile tiim genom, tiim ekzom veya hedeflenmis gen

analizleri yapilabilmektedir.

Tiim bu avantajlarina ragmen yeni nesil dizi analizi yonteminin baz1 eksiklikleri
bulunmaktadir. Ozellikle okuma derinliginin diisiik oldugu durumlarda sekans hatalari
ve yanlis hizalama ile sonuglanabilmektedir. Kisa okumalar yapmasi sebebiyle yeni
nesil dizi analizi ile biiyiik delesyon veya insersiyon mutasyonlarinin, ti¢lii niikleotid
tekrar bolgelerinin ve bazit CN'V’lerin saptanmas1 miimkiin degildir (Swanson, Ramos
ve Snyder, 2014). Bu durum yeni nesil dizi analizi ile STR temelli DNA profillemesi
yaklasimin saglanmasina engel olusturmaktadir. Ayrica yeni nesil dizi analizi ile baz
basina okuma ve analiz maliyeti Sanger dizi analizine gore diisiik olsa da analiz igin
gerekli cihazin ilk kurulumu olduk¢a maliyetlidir. Ornek basina maliyeti diisiirmek
icin olgularin DNA 6rneklerini biriktirdikten sonra analiz 6nerilmektedir, bu da zaman
kaybina yol agmaktadir (Y. Wang, Yang ve Wang, 2014). Bu sebeple yeni nesil dizi
analizi kullanabilen genetik tan1 merkezi sayis1 oldukca azdir ve pek ¢ok merkezde
genetik hastaliklarin tanisinda Sanger dizi analizi kullanilmaktadir. Sanger dizi analizi
tek niikleotid varyasyonlar1 ve kii¢lik delesyon/insersiyon tipi mutasyonlarda halen
altin standart bir yontem olsa da analiz basamaklar1 olduk¢a zahmetli ve zaman
alicidir. Ayrica analiz basina gereken maliyet de yeni nesil dizi analizine gore daha

yiiksektir.

2.2.2. Oxford Nanopore Teknolojisi:

Yeni nesil dizi analizi teknolojisindeki hizli ilerlemeler, yeni teknolojilerin uygulama
alanma girmesiyle devam etmektedir. 4. nesil dizi analizi olarak adlandirilan Oxford
Nanopore teknolojisi tek DNA molekiiliinii real-time dizileme yapan ucuz ve ultra-
hizl1 bir teknolojidir (Lu, Giordano ve Ning, 2016; Y. Wang ve digerleri, 2014). DNA
molekiiliiniin nano boyuttaki porlardan gecisi sirasinda niikleotidlerin olusturdugu
elektrofizyolojik degisiklikler analiz edilerek DNA dizisi ortaya ¢ikartilir (Fyta, 2015).
Bu teknoloji ile tek bir molekiil ¢ift zincir veya tek zincir DNA veya RNA, PCR

amplifikasyonuna, kimyasal etiketlenmesine, DNA sentezine veya ligasyona
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gereksinim duymadan dizilenebilmektedir. Oxford Nanopore teknolojisi ile kiitiiphane
hazirlig1 ve sekanslama cok kisa silirede ve pratik olarak yapilabilmektedir. Ayrica
PCR basamaginin da ortadan kalkmasi ile dizi analizi siiresi gilinlerden saatlere
diismektedir. Teknolojinin diger cok dnemli bir avantaji da ¢ok uzun okumalar (104—

106 bin baz) yapilabilmesidir (Lu ve digerleri, 2016; Y. Wang ve digerleri, 2014).

Oxford Nanopore Minion cihazi, ilk kez 2014 yilinda kullanima sunulmus olan, 90 gr
agirhiginda ve 10x3x2 cm boyutlarinda, glinlimiizde var olan en kii¢lik dizi analizi
cihazidir (Lu ve digerleri, 2016). Herhangi bir bilgisayarin standart USB 3.0 ¢ikisina
takilarak kullanilmaktadir. Gliniimiizde maliyeti yaklagik 1000 dolar civarindadir. Bu
kadar ucuz, kiiciik ve pratik olmasi her tiirlii laboratuvar kosullarinda, laboratuvar

disinda veya direk olgu basinda son derece hizli siirede analiz olanag1 saglamaktadir.

Oxford Nanopore Teknolojisi ile dizi analizi, lizerinde nano boyutta porlar bulunan bir
membran araciligtyla yapilmaktadir. Bu membran elektrolitler i¢eren bir siviy1 cis ve
trans kompartmanlarina ayirir. Bu ortama bir voltaj uygulandiginda pordan gecen
iyonik akim standart elektrofizyolojik teknikler ile Ol¢iilebilmektedir. Nanopordan
gecen iyonik akim membran lizerinden gegen voltajin kontrolii ile yapilmaktadir.
Ortama uygulanan voltaj farki sebebiyle ortaya ¢ikan iyonik akim negatif ytliklii DNA
molekiiliiniin nanopordan gecisini saglamaktadir. DNA molekiiliiniin nanopordan
gecisi sirasinda akimda niikleotide 6zgii bir degisiklik olusmaktadir. Iyonik akim
degisikliklerinin Ol¢lilmesi ile DNA dizisi tanimlanmaktadir (Branton ve digerleri,
2008; Fyta, 2015). Bu teknolojide yeni nesil dizi analizinden farkli olarak
niikleotidlerin floresan boya ile etiketlenmesi gerekmemektedir. Nanoporlar biyolojik
ve sentetik olmak tizere iki gruba ayrilir. a- haemolysin (a-HL) ilk tanimlanan ve en
cok kullanilan biyolojik nanopordur. Biyolojik nanoporlar por boyut ve yapisinin sabit
olmasi ve stabil olmamalar1 nedeniyle dizi analizinde basarisizliga yol agmislardir. Bu
sebeple sentetik por iceren kati ve plastik membranlar gelistirilmistir (Feng ve

digerleri, 2015).

Oxford Nanopore Teknolojisi’nde, 6zel tasarlanmis kitler sayesinde kiitliphane
hazirlik siireci ¢ok basittir ve 10 dakika kadar kisa bir slirede tamamlanabilmektedir.
MinION cihaz1 bilgisayara baglandiktan sonra software programlar1 ile baglanti
kurularak *.fast5 formatinda dizi analizi verisi olusturmaktadir. Bu teknoloji ile dizi
analizi ve veri olusumu es zamanli olarak gergeklesmesi sayesinde analiz i¢in istenilen

dizi boyutuna ve okuma derinligine ulasildiginda dizi analizi durdurulabilmektedir. Bu
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ozellik teknolojinin en Onemli avantajlarindan bir digeridir. Bu teknolojiyle uzun
okumalar “real-time” olarak yapilabilmesine ragmen teknolojinin en biiyiik agig1
ozellikle homopolimer bolgelerindeki hata oranlarmin yiiksek olmasidir. Ancak son
zamanlarda bu hata oran1 Oxford’un gelistirdigi 1D2 kitleri, okuma derinliginin
artirtlmasi ve biyoinformatik algoritmalarla hata orani optimal seviyelere indirilmistir

(Y. Wang ve digerleri, 2014).

2.3. Biyoinformatik
2.3.1. Basecalling

Yeni nesil dizi teknolojilerinin tiimii, kimyasal, donanimsal ve optik sensorlerin
karmasik bir etkilesimi i¢indedirler. Sensorlerden gelen kompleks verilerin,
niikleotitlerle eslestirilmesi islemi basecalling olarak adlandirilmaktadir . Her sekans
platformu farkli bir donanimsal mekanizma ve sensor yapisina sahip oldugi i¢in ortaya
cikan ilk veriler de farkli olmaktadir. Bunun icin farkli platformlar i¢in farkhi
programlar gelistirimistir (Ledergerber ve Dessimoz, 2011). Bu islem sonucunda
genellikle okumalardaki niikleotid dizileri ve bunlara ait kalite skorlarini igeren *.fastq

formatinda dosyalar olugmaktadir.

2.3.2. Haritalama ve hizalama

Terminolojik olarak haritalama ve hizalama ayni anlamda kullanilsa da aralarinda
kiigiik niianslar vardir. Haritalama, sekans platformundan elde edilen herbir okumanin,
referans genom ile karsilagtirma islemidir. Hizalama ise haritalama isleminin daha
ayrintili bir sekilde yapilmig halidir. Hizalama sonunda okumalara ait kromozomal
lokasyon bilgileri elde edilmektedir. Yapilan calismanin tiiriine gore farkl

algoritmalar igeren farkli programlar kullanilmaktadir.

2.3.3. Varyant ¢agirma

Yeni nesil dizi analizi sonucunda ortaya c¢ikan okumalardaki tek niikleotid
varyantlarinin liste haline getirilmesi islemi olarak tanimlanabilir. Bu islem sonucunda
yalnizca referans genomla eslesmeyen varyantlar elde edilebilecegi gibi, lokasyonu
verilen herhangi bir niikleotide ait genotip, okuma derinligi, kalite skoru gibi bilgileri

de igerebilmektedir.
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3. Gere¢ ve Yontem
3.1. Arastirmanin tipi

Arastirmamiz, DNA profillemede yeni bir yontem deneme ve varolan ydntemi

gelistirme niteligi tasidigindan metodolojik arastirmadar.

3.2. Arastirmanin yeri ve zamani

Aragtirmamizin, 6n ¢aligmalar1 2018 yili Haziran ayinda baslamis olup, 26 Nisan
2019°da Ege Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Genel Miidiirliigii tarafindan
desteklenmeye baslamistir. Destek siirecinden sonraki i1slak laboratuvar ¢alismalari

Ege Universitesi Tip Fakiiltesi Tibb1 Genetik Anabilim Dali’nda gerceklestirilmistir.

3.3. Arastirmanin 6rneklemi

Arastirmamizda, Coriell Enstitiisti’nden satin alinan 3 farkli ticari DNA ornegi

kullanilmistir. Bu agidan etik kurul gerekliligi bulunmamaktadir.

3.4. Molekiiler ¢calismalar
3.4.1. SNP bolgelerinin se¢imi

Calismamizda, SNPforID konsorsiyumu tarafindan belirlenen 52 SNP bolgesi
kullanilmistir (Amigo, Phillips, Lareu ve Carracedo, 2008; Sanchez ve digerleri,

2006).

3.4.2. Primer Dizaym

Her bir SNP i¢in The University of California Santa Cruz (UCSC) veritabani (James
Kent ve digerleri, 2002) ve Primer3 (Koressaar ve Remm, 2007; Untergasser ve
digerleri, 2012) yazilimi kullanilarak primer dizaynlar1 yapilmistir . Primer se¢im
parametleri; primer baglanma sicakligi optimum 60,0 °C olacak sekilde 59,0 °C ile
61,0 °C arasinda, primer uzunluklar1 18-30 niikleotid araliginda ve primer GC yiizdesi
yaklasik %50 civarinda olacak sekilde belirlenmistir. Uriin boyutu aralig1 200 baz ¢ifti
civarinda olacak sekilde dizaynlar gerceklestirilmistir. Bu biiyiikliiglin se¢ilmesinin
sebebi sonraki asamalarda multipleks PCR denemeleri sirasinda, siireyi ve siklus

sayisint minimumda tutabilmektir. Primer dizileri tablo 2°de belirtilmistir.
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Tablo 2. Calismamizda kullanilan primer dizileri

SNP Forward Reverse
rs1490413 TTGGCTATTTGGAGATTGGTG GTTGGTGGAAGGGACTGAGA
1s876724 TGCCCTCACAGTCTCAGCTA ACCAATCCAGGGGGACTAGA
rs1357617 TGTGTCTCAAACGCCATCAG AAACCTGGGCTTTTGACCTC
1s2046361 AAGCATTCACACTACTGGCTCA TTTCTGCCAAATGTATCCTTACC
rs717302 GGCATATTATAAATAAACCGAGAAAAA ATGTGGGCAAGCAATCTAGC
rs1029047 GGAAATTTGTAGATCATTCTGGGTA CACTGAAGTTTCAGGGCTCA
rs917118 CAGAATCCAGCTTCCTCCAC CTTGAGCAAAGGCCTTGAGA
rs763869 TTGAACAACACAACGACAAATG AGGGACACAGCCAAACCATA
rs1015250 TCATCCCCATGTGCTAACAA ACCGACATGGGAAATGTCA
rs735155 CCCTCTTCCCACGTATTTGA GCTCCAGAAGGGACCTAACC
rs901398 CAAGAAAGAGGCCCTCACAC CAACGCCACCATCATACAGA
rs2107612 GGTGAAGTCTGGATTTTCTTTTG AGGGAATTCGAAATCTGAAGG
rs1886510 TTCTGCATTTTCTCCCTGCT AACCTCCCAGTCTCCAAACC
rs1454361 TGGGTGAGGCCTGAGTTATC AGCCACGTTGGGATCTTATG
1s2016276 ATCGCAGTGAGAAAGGGATG TCTGGCTCACTGGTTGTTTG
1s729172 GCCTAAGCCAGCGTGTTAGA CAATCACGAATACCACCGTTT
rs740910 TGACACATCCATGGTATGGAATA TGCATCCTCACTTCCCTTTC
rs1493232 GGAACCTTCTAAATCTCCTTGATG TGGAAAGCAGCATAATTGTCA
rs719366 TCGGGCAACAAAGTTAGACC AGTCACTTCTCGGCAGCATT
rs1031825 TTGTGTTCTTCTTCCGTGAGC TGTCTCGAGGGTCTTTTCTCA
rs722098 CCTTAGGAATCCCCGTTCAC CCCACAGATAGGGGGAAAAT
rs733164 GGGCACAGCTTCTTGACTCT GGCCCAGCTGTGTAAATGTT
1s826472 TGTGTTCGGATTTGGTAAACTC CCAGCAAAAACTTCTTTTCTCC
rs2831700 GGCAGTGAGGAATAGCTGATG TTTTTCCAGCCCTGCTACC
rs873196 ATGCCACTCACCTCTCCAAC TGTGCCTGGCTAGGAAAGTT
rs1382387 TTGCACGGTTCTGTGTAACAA TTCTTTCCCTTTTTGTAGAATTTGA
rs2111980 GTAACCGGAGGCTCTTCCTT GCCACAGGGTGACACTTCTT
1s2056277 CAGACAAACACCTCCCTGGT AAATGATTGGGCCCCTGTAT
rs1024116 TCAATCCCACTCTTTCCCTTT TGCAGCATTTTGCTTGAAGT
rs727811 GCACCTGTATTAGTGGCCTTG CCAGAATGAGCCAAAGTATGTTC
rs1413212 GCAAAAGATTGGACAGGCTAA GTTTTGCAGGCCGACTTATT
rs938283 GAATCACAGGAAGTTGCAAAAA CCCCTTGATCTGTGCATGT
rs1979255 TAGCATGGGGGTTTTTGAAG CCAGTTCAGAGACTATGGATGGTA
rs1463729 ACATCTGCACGTGCTTTGTC TCTGGGAGCCTGTAGGAGAA
rs2076848 ATGCCATTTTGAAGCCAAAC TGGCTTAAATCAATGGGTCTTC
rs1355366 GAACCCAAGAGAGCCAAGAA AAATGCTCCTGCACCAAAAT
rs907100 CCTCCTGCCAGAACCACTAA CGAAAAGGTGAAACCAGTCC
rs354439 TGATAAGAGGTGCTTCGGAAA TTTCTAGTAAAGCTCTGGCATGAA
rs2040411 TCACATTGCTCTGTCATCTGC TCTGTGATGCATAGGGTCCA
rs737681 GCCCTGAGACCTCTCTCCAT CCACCGTCGCTTTATTCTGT
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rs2830795 ATAGGAAGGCTGCAGGTTGA GGGGAGGTTGTCATCAGAGA

1s251934 CATTGGCTGTGATAGCTCCA TGACCCTTGCAGAGAACTGA
1s914165 ATGGCCCCGATACAATGAT ATGAACAAGGACCCCAGCTT
rs10495407 ATGCCTGCAGGTTTGGTATC TTGGTGGTCTCTTCACATGG
rs1360288 ACGCTGGTCACTCCAGCTAC TCTGAGAAGCAGGGAGGATG
1s964681 AAACGGGGAGCTCTGTCTG AGCCGGGGACTTTGACTATT
rs1005533 TTCACAGGGTTTCAAAAGGAA AAGGGAAGCCCTTTGAGC
rs8037429 GCCAAGGCATCTGAAATAGG CATTATTTGCTGAAAAGTGCTACG
rs891700 TTTGTACACTTTTTCAGAGGTGGT GAGCTTTGGCAACAGGGTAG
rs1335873 TCTGTCCCCCAACAGAAGTT GCCATGAACCTTTGGACCTA
rs1028528 CGAGTGCCATTGAATCATTTT TGCTGTGGAGGAGAAGGAAG
rs1528460 TTCTCAACAACTCCCCCTTG ATTATGTTGGGATGGGGTGA

Tiim forward ve reverse primerlerin 5’ uglarma tablo 3’te belirtilen M13 kuyruk
primeri eklenmistir (Oetting ve digerleri, 1995). Bu islemin esas amaci multipleks
PCR islemi sirasinda, primerlerin baglanma sicaklik dereceleri arasindaki farkliliklarin

SNP bolgeleri arasinda amplifikasyon dengesizligi yaratmasinin 6niinii gegmektir.

Tablo 3. M13 primer dizileri
M13

Forward GTAAAACGACGGCCAG
Reverse CAGGAAACAGCTATGAC

Primerler liyofilize stok halinde elimize ulastiktan sonra, iireticinin Onerdigi
kosullarda 100 mM’lik konsantrasyon elde edilecek sekilde ddH»O ile sulandirilmaistir.
Sonrasinda 0,2 ml’lik tiiplerde 10 pl stok primeri ve 90 ul ddH>O birlestirilerek 10

mM konsantrasyonda 52 primer ¢ifti olusturulmustur.

3.4.3. PCR ¢alismalan
3.4.3.1. Standart PCR c¢alismalari

Oncelikle 52 ¢ift primer tek tek tablo 4’teki kondisyon ve kosullarla, standart bir 96

kuyucuklu PCR cihazinda amplifiye edilmis ve agaroz jel elektroforezi uygulanmistir.
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Tablo 4. Ilk PCR islemi kondisyon ve kosullar

PCR kondisyonlari PCR kosullar
Kimyasal Miktar Sicaklik Stire Dongii Sayisi

Maxima Hot Start
PCR Master Mix 12,5 ul 94°C 5 dakika 1

ddH>O 5l 94°C 30 saniye
Primer - Forward 1 pl 60°C 30 saniye 35
Primer - Reverse 1 pl 72°C 60 saniye

DNA 100 ng 72°C 7 dakika 1

Agaroz jel elektroforezi

1.

Cam beher i¢ine, 4 gr agaroz ve 200 ml 0.5X Tris/Borate/EDTA (TBE) Buffer

konulup mikrodalga firinda agaroz saydam bir goriiniim alincaya kadar 1sitilmigtir.

Sonrasinda {lizerine dikkatli bir gsekilde 32 pl etidyum bromiir eklenerek
karistirtlmistir ve Trilinlerin ytiklenecegi kuyucuklarin olusmasi igin taraklar

yerlestirilmistir.
Jel sogumaya birakilmistir.

Parafilm tizerinde 5 pl Orange G ve 5 pl PCR f{iriinleri karistirilarak kuyucuklara

yiiklenmistir.

Amplifiye olan iiriinlerin uzunluklarini degerlendirmek i¢in ilk ve son kuyucuklara

DNA ladder yiiklenmistir.

Ornekler 110 Volt akimda 45 dakika yiiriitiildiikten sonra jel goriintiileme sistemi

ile goriintiiler alinmigtir.

Agaroz jel elektroforeziyle bantlar konfirme edildikten sonra 26 SNP’e ait forward ve

reverse primerleri, her birinden 5 pl eklenerek 0,5 ml’lik tiiplerde birlestirilmistir. Bu

islemin sonunda 26 primer ¢iftini barindiran 2 ayri tiipte primer miksleri (miks 1 — ilk

26 primer ¢ifti, miks 2 — ikinci 26 primer ¢ifti) olusturulmustur. Bu asamadan sonra

tablo 5°teki kondisyon ve kosullarla, 0.2 ml’lik tiipler igerisinde PCR islemi
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gerceklestirilmistir. Elde edilen PCR driinleri, Illumina NextSeq cihaziyla

sekanslanmak tizere, -20 °C’lik buzdolabinda saklanmustir.

Tablo 5. Multipleks PCR islemi i¢in kullanilan kondisyon ve kosullar

PCR kondisyonlari PCR kosullar
Kimyasal Miktar Sicaklik Stire Dongii Sayisi
KAPA2G Fast
‘ ‘ 12,5 ul 94°C 60 saniye 1
Multiplex Mix
ddH>O 5ul 94°C 5 saniye
DMSO0O4 1l 60°C 30 saniye 30
MgCl12 1,5 ul 72°C 60 saniye
Primer Miks 5ul
72°C 2 dakika 1
DNA 100 ng

3.4.3.2. Siiper hizhh PCR calismalari

Bu basamakta PCR cihaz1 olarak Philisa® Thermal Cycler kullanilmigtir. Bu cihaz
standart olarak 1,5 saat siiren PCR siiresini 20 dakikanin altina diisiiren bir mekanik
tasarima sahiptir (Geyer ve Hanson, 2013). Tablo 5°teki kondisyon ve kosullarla, 0.2
ml’lik tlipler igerisinde bu cihazla da PCR islemi ger¢eklestirilmistir. Elde edilen PCR
tirtinleri, [llumina NextSeq cihaziyla sekanslanmak {iizere, -20 °C’lik buzdolabinda

saklanmustir.

3.4.4. Sekanslama c¢alismalari
3.4.4.1. Yeni nesil dizi analizi

Bu basamakta, hem 3 farkli ticari DNA 6rneginin DNA profillerini belirlemek, hem
de oOnceki basamaklardaki multipleks PCR c¢alismalarimin tiim SNP’ler icin
amplifikasyon basarisini 6lgmek amaglanmistir. Nextera XT kiitiiphane hazirlik hiti ve
NextSeq Reagent v2.5 kartusu kullanilarak, Illumina NextSeq 550 cihazinda

sekanslama islemi gerceklestirilmistir. Asagidaki protokol kullanilmistir:

Fermantas ile purifikasyon

1. 1,5 ml’lik eppendorf tiipiine birlestirilmis 60 pul amplikon eklenmistir.
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2. Bunun iistiine, 60 pl Binding Buffer ve 60 pl izopropanol eklenmistir.
3. Bu karisim pipetaj yapilarak spin kolona aktarilmistir.
4. 14000 rpm’de 1 dakika santrifiij yapilmistir.

5. Ardindan spin kolonun disindaki tiip atilarak, 2ml’lik yeni toplama tiipl
takilmistir.

6. Spin kolona 700 pl Wash Buffer eklenmistir.
7. 14000 rpm’de 1 dakika santrifiij yapilmistir.
8. Spin kolonun disindaki tiip atilarak, 2ml’lik yeni toplama tiipli takilmistir.
9. 14000 rpm’de 1 dakika santrifiij yapilmistir.

10. Spin kolonun disindaki tiip atilirarak ve spin kolon 1,5 mI’lik steril Eppendorf tiipii

iistiine yerlestirilmistir.
11. Spin kolona 50 pl Elution Buffer eklenmistir.
12. Sonrasinda 14000 rpm’de 1 dakika santrifiij edilip ve spin kolon atilmistir.
13. Bu islem sonrasinda piirifiye PCR amplikonlar1 elde edilmistir.
14. Konsantasyon 6l¢iimii Qubit cihazi ile yapilmigtir.

DNA tegmentasyonu

1. Her 6rnek i¢in 1 ng birlestirilmis piirifiye amplikon, total voliimii 5 pl olacak

sekilde nuclease free su ile tamamlanarak, 0.2 ml’lik eppendorf tiipe alinmigtir.

2. Uzerine 5 pl Tagment DNA Buffer ve 5 pl Amplicon Tagment Mix eklenip 5 kez
pipetej yapilmistir.

3. 280 g hizda 20°C’de 1 dakika santrifiij edilmistir.

4. Daha sonra PCR tiipleri thermocyclera yerlestirilerek 55 °C’de 5 dakika

inkiibasyon saglanip ve sonrasinda 10 °C’ye sogutulmustur.

Tegmente DNA nin temizlenmesi

1. Inkiibasyon isleminden sonra &rneklere 5 pl Neutraline Tagment Buffer eklenip 10

kez pipetaj yapilmistir.

2. Oda sisinda 5 dakika inkiibe edilmistir.
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PCR amplifikasyonu

1. Onceki basamakta elde edilen 20 pl iiriine 15 pl Nextera PCR Master Mix, 5 pl
Index1 ve 5 ul index 2 eklenmistir.

2. 280 xg hizda 20 °C’de 1 dakika santrifiij edilmistir.

3. Daha sonra PCR tiipleri PCR cihazina yerlestirilerek tablo 6’da belirtilen

kosullarda inkiibasyon saglanmistir.

Tablo 6. Yeni nesil dizi analizi ¢alismasi icin kiitiiphane hazirliginda PCR
amplifikasyonu basamagi inkiibasyon kosullari

Dongii
Sicakhik Siire
Sayisi
72 °C 3 dakika .

95 °C 30 saniye

95 °C 10 saniye

55°C 30 saniye 12
72 °C 30 saniye

72 °C 5 dakika

10 °C 0

PCR temizleme

1. Uriin thermocyclerdan ¢ikarilarak 280 xg hizda 20 °C’de 1 dakika santrifiij

edilmistir.
2. Uzerine 90 pl AMPure XP Bead eklenip ve 10 kez pipetaj yapilmistir.
3. Odasisinda 5 dakika inkiibe edilmistir.
4. Manyetik standde 2 dakika bekletilmistir.
5. Supernatant kism1 atilmistir.

6. Manyetik standden kaldirmadan 190 pl taze hazirlanmis %80°1ik etanol eklenerek

ve 30 saniye beklenilmistir.
7. Supernatant kismi atilmistir.
8. 6 ve 7. basamaklar tekrarlanmistir.
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10.

11

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

Manyetik stand’tan kaldirmadan oda 1s1sinda 15 dakika kurumaya birakilmistir.

Manyetik stand’tan kaldirilip 52,5 pl Resuspension Buffer eklenmis ve 10 kez
pipetaj yapilmistir.

. 2 dakika oda sicakliginda inkiibe edilmistir.

Manyetik stand’a alinip 2 dakika inkiibe edilmistir.
40 pl supernatant yeni bir tiipe 0.2ml’lik Eppendorf tiipe’e alinmustir.

Biitiin iiriinlerin DNA konsantrasyonu Qubit DNA konsantrasyon 6l¢gme cihazi ile

Olciilmiistiir.
Her bir pool 100 ng DNA icerecek sekilde birlestirilmistir.

Birlestirilen pool’larin DNA konsantrasyonu tekrar Qubit DNA konsantrasyon

Ol¢me cihazi ile dlgiilmiistiir.
Son iiriinden 15 ng DNA igerecek sekilde uygun kosullarda kite yliklenmistir.

Kartus NextSeq Illumina cihazina yerlestirilip uygun program secilerek

caligtirilmastir.

3.4.4.2. Nanopore ile sekanslama

Bu basamakta Oxford Nanopore Minion cihazi kullanilarak sekanslama islemi

gerceklestirilmistir. Kit olarak ise SQK-RADO004 kodlu hizli kiitiiphane hazirlik kiti

kullanilmigtir. Ureticinin &nerdigi protokol ile yaklasik 10 dakikada kiitiiphane

hazirlig1 tamamlanmaktadir ve sekans islemine gecilmektedir. Minion cihazi, herhangi

bir bilgisayara USB 3.0 noktasi araciligiyla baglanarak caligmaktadir ve dncesinde

herhangi bir hazirlik asamasi yoktur. Ornekler yiiklendikten yaklagik 2 dakika sonra

real-time olarak veri akisi baglamaktadir. Asagidaki protokol izlenmistir:

Kiitiphane hazirligi

1.

Multipleks PCR sonrast 0,2 ml’lik iki ayri primer miksiyle amplifiye edilen
amplikonlar tek bir tiipte birlestirilip ve yaklasik 50 pl voliime sahip 52 SNP’e ait

amplikon miksi olusturulmustur.

Yaklagik 50 pl voliime sahip 52 SNP’e ait amplikonlar1 igeren bu miksten 5 pl, 1,5
ml’lik Eppendorf DNA LoBind tiipiine alinmistir.
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10.

11.

12.

13.

14.

15.

Total volim 7,5 pl olacak sekilde nuclease-free su ile tamamlanip ve pipetaj

yapilmuigtir.
Ardindan tiip birkag saniyeligina santrifiij edilmistir.

Sequencing Buffer, Loading Beads, Flush Buffer, Flush Tether, Fragmentation
Mix ve Rapid Adapter kimyasallari, buzdolabindan ¢ikartilip ve oda sicakliginda

erimek tlizere birakilmistir.

Sonrasinda bu kimyasallar birkag¢ saniyeligine santrifiijlenip ve pipetaj yapilmustir.
Hemen ardindan buz kalibinin iistiine alinmustir.

5 pul genomik DNA miksi 0,2 m1’lik PCR tiipiine transfer edilmistir.

Tiipiin igine 2.5 pl Fragmentation Mix eklenmistir.

Karisima pipetaj yapilmaistir.

Sonrasinda thermal cycler cihazina alinip ve 30°C’de 1 dakika, hemen ardindan

80°C’de 1 dakika inkiibe edilmistir.

Hizlica pipetaj yapildiktan sonra buz kalinin iistiine alinmigtir.

Bu karisimdan 10 pl alinip ve 0,2 ml’lik eppendorf tiipline aktarilmistir.
Ustiine 1 pl Rapid Adapter eklenmistir.

Pipetaj yapildiktan sonra 5 dakikaligina oda sicakliginda inkiibasyona

birakilmuistir.

Flow Cell hazirlig1 ve yikleme

1.

MinlON sekans cihazi, bilgisayara baglanip ve kapagi agilarak iistiine FlowCell

yerlestirilmistir.

FlowCell’in yiikleme portu kapagi saat yoniinde 90° dondiiriiliip ve yiikleme

portunun ac¢ilmast saglanmistir (Sekil 1a).
1000 pl’lik bir pipet 200 pl’ye ayarlanmaistir.

Bu pipet araciligtyla yilikleme portundan baloncuklar ve kii¢iik bir miktar buffer

cekilmistir (Sekil 1b).

Flush Tether tiipliniin i¢ine dogrudan 30 pl Flush Buffer eklenip ve pipetaj
yapilmuigtir.
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10.

11.

12.

Ardindan bu karigimin 800 pl’si, baloncuk olugsmamasina dikkat edilerek yavas bir

sekilde yiikleme portunun i¢ine yiiklenilmistir.
5 dakika oda sicakliginda inkiibasyona birakilmigtir.

Sonrasinda kiitiiphane hazirligi basamagindaki 11 pl’lik amplikonlar1 igeren
karisimin iistiine; 34 pl Sequencing Buffer, 25,5 pl Loading Beads ve 4,5 ul ddH>O

eklenmstir.

FlowCell {iistiindeki SpotON o6rnek portu kapagi yukari kaldirilip ve portun

acilmasi saglanmigtir. (Sekil 1c).

5. basamakta geriye kalan 200 pl’lik Flush Tether ve Flush Buffer karisim1 yavasca

yiikleme portunun i¢ine yiiklenmistir.

Hemen ardindan 8. basamaktaki 75 pl’lik miks damla damla olacak sekilde
SpotON o6rnek portune yiiklenilmistir (Sekil 1d).

Bu islemin arindan 6nce SpotON 6rnek portu kapagi, sonra ise yiikleme portu

kapag1 dikkatlice kapatilmistir.

Sekil 1. Oxford Nanopore FlowCell’ine 6rnek ve buffer yiikleme asamalari

Sekanslama isleminin baslatilmasi

1.

MinIlON cihaz1 USB 3.0 destekli baglanti noktas: aracilifiyla bilgisayara
baglanilmistir.
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2. Sonrasinda MinKNOW uygulamasi agilmigstir.
3. FlowCell ID ve kullanilan kit se¢imleri yapilmistir (SQK-RADO004).
4. Sonrasinda sekanslama islemi baslatilmistir.

3.4.5. Biyoinformatik

3.4.5.1. Yeni nesil dizi analizi informatigi

Basecalling

[Nlumina NextSeq cihazindan ¢ikan ham datalar analiz edilmistir. NextSeq cihazinda
olusan *.bcl formatindaki ham veriler, bcl2fastq2 programi araciligiyla *.fastq

formatina doniistiiriilmiistiir (Illumina, 2018).

Haritalama ve Hizalama

BWA programi MEM opsiyonu kullanilarak kullanilarak hgl9 insan referans
genomuna gore haritalanmistir (Li ve Durbin, 2010). Haritalama sonrasinda ortaya
c¢ikan *.sam formatindaki dosyalar SamTools programi araciligiyla *.bam formatina

doniistiiriiliip indekslenmistir (Li ve digerleri, 2009).

Ardindan bu dosyalar IGV programi agilarak goriintiilemistir  (Robinson,
Thorvaldsdottir, Wenger, Zehir ve Mesirov, 2017). Sonrasinda herbir SNP’e ait

kromozomal lokasyonlar girilerek SNP’lerin genotip bilgileri ¢ikarilmistir.

3.4.5.2. Nanopore sekanslama informatigi

Referans olusturma

Biyoinformatik analizi siiresinin olabildigince kisa olmasi asil hedefimiz oldugu i¢in,
cihazdan ¢ikacak olan okumalar1 3 milyar bazli insan genomuna haritalayip vakit
kaybetmek yerine yeni ve prototipe Ozglin bir *.fasta formatinda referans

olusturulmugtur. Standart referans genomlar genel olarak sekil 2’°deki formattadir.
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>chrM

GATCACAGGTCTATCACCCTATTAACCACTCACGGGAGCTCTCCATGCAT
TTGGTATTTTCGTCTGGGGGGTGTGCACGCGATAGCATTGCGAGACGCTG
GAGCCGGAGCACCCTATGTCGCAGTATCTGTCTTTGATTCCTGCCTCATT

CTATTATTTATCGCACCTACGTTCAATATTACAGGCGAACATACCTACTA
AAGTGTGTTAATTAATTAATGCTTGTAGGACATAATAATAACAATTGAAT
GTCTGCACAGCCGCTTTCCACACAGACATCATAACAAAAAATTTCCACCA
AACCCCCCCCTCCCCCCGCTTCTGGCCACAGCACTTAAACACATCTCTGC
CAAACCCCAAAAACAAAGAACCCTAACACCAGCCTAACCAGATTTCAAAT

Sekil 2. insan mitokondriyal kromozomuna ait referans dizi 6rnegi

Calismamizda benzer formatta bir referans olusturulmustur. Kromozom isimleri
yerine SNP’lerin dbSNP veritabanin yer alan rs kodlar1 yazilmistir. Ardindan UCSC
veritabanindan, SNP’in bulundugu noktanin 5’ ve 3’ ug¢larindan 100’er baz uzaklig1
kapsayacak sekilde diziler elde edilmistir. Toplamda her bir SNP’e ait 201 bazlik bir
sanal referans olusturulmustur.Bu referansi, sekil 3’teki formatta 52 kromozomlu ve

her bir kromozomu 201 baz igeren bir sanal genom olarak tanimlamak miimkiindiir.

>rs1490413

attaagcacatataaaatgctcagcacagaaataaaagctctttgtttct
gacagctcagaactgcctggtgtggactgggctgatgtgggttctttgea
Gaactggctggcctcagagcagggacactagtgagaagtgtctggttcag
gtgtggacagcccagagaggcttctcagtcccttccaccaacatggggga
t

>rs876724

acagctttgccctcacagtctcagctaccctgggaaagagtttggcaggg
gaatcatcatgcaggctccatttttataccactgcactgaagtataagta
Cattttttgtcacactctgctaactgcctgctcatagatattcaaattta
gtugatgtagacagactcctaacttctcatggtttaaaatgtttaaacaa
C

Sekil 3. Olusturdugumuz fasta formatindaki referansa ait SNP ve dizi 6rnekleri
(Kirmiz1 ok — genotiplendirmek istedigimiz SNP’lere ait baz)

Nanopore sekans cihazi, diger bilinen yeni nesil dizi analizi cihazlarindan farkli olarak
* fast5 uzantili ham veriler olusturmaktadir. Sekanslama isleminin 3. dakikasindan
itibaren cihaz ham veriler liretmeye baslamaktadir ve sekans siiresi boyunca veri akisi
devam etmektedir. Fast5 uzantisi, aslinda HDF5 data modeli seklinde olan bir gesit
hiyerarsik veri formatidir (Lu ve digerleri, 2016). Bu veri saklama sekli, son derece

biiyiik ve kompleks verilerin daha kolay bir sekilde yonetilebilmesini saglamaktadir.
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Diger yeni nesil dizi analizi platformlar1 sadece dizi bilgisi ve bu diziye ait kalite
skorlarin1 igeren *.fastq formatinda veriler olusturuken, Nanopore’dan elde edilen
* fast5 formatindaki veriler, sekans islemine ait, pikoamper diizeyindeki sinyal
degsikliklerine kadar bir ¢ok metrik parametreyi de icermektedir. Bu veriler HDFView
programiyla acilip, sekil 4’teki sekilde igerik biligisine erisilebilmektedir.

¥ @read_00c26a72-181f-40e4-8773

Name Type
ViRaw' experiment_duration_set String, length = 5, padding = HST_STR_NULLTERM, cset = H5T_CSET_#
@Slgnal. experiment_type String, length = 12, padding = H5T_STR_NULLTERM, cset = H5T_CSET.
Qachannel.id flow_cell_product_code  String, length = 11, padding = H5T_STR_NULLTERM, cset = H5T_CSET,
local_basecalling String, length = 2, padding = H5T_STR_NULLTERM, cset = H5T_CSET_/
N Q%t;agglgsgfs7—378a—4d0f—857c package String, length = 7, padding = H5T_STR_NULLTERM, cset = H5T_CSET
> Qread_OOce4e27—dff1—4678—87ae- package_version String, length = 6, padding = H5T_STR_NULLTERM, cset = H56T_CSET_/
P[’_‘read_OOddO474—cde7—46c4—b07z sample_frequency String, length = 5, padding = H5T_STR_NULLTERM, cset = H5T_CSET_/
= sequencing_kit String, length = 11, padding = HS5T_STR_NULLTERM, cset = H5T_CSET.

> CAread_00e35055-e28a-4417-97d:
> CAread_00e9a513-41a5-4b86-8d0¢

Sekil 4. HDFView programiyla agilmis fast5 dosyas1 goriintiisii

Baz cagirma (Basecalling)

Nanopore Ozelinde bakildiginda, ard arda kaydedilen her bir pordaki pikoamper
diizeyinde degisiklikler, baz ¢cagirma islemiyle niikleotidlerle eslestirilmistir. Bu islem
icin birden ¢ok sayida program mevcuttur. Bu islem i¢in Scrappie, Guppy ve Flappie
kullanilmistir . Bu programlarin herbirinin parametreleri modifiye edilerek ¢ok sayida
deneme yapilmig ve optimal sonucu en kisa silirede veren program-parametre
kombinasyonu secilmistir. Bu islem sonucunda *.fastq formatinda veriler elde
edilmisir.

Haritalama ve hizalama

Bu basamakta, nanopore sekanslama informatiginde haritalamada en sik kullanilan 3
program segilerek denemeler yapilmistir. Bunlar, BWA, minimap2 ve graphMap
programlaridir. BWA ve minimap2 birbirine yakin algoritmalara sahip olup, lineer
referansa gore haritalama yapsalar da, graphMap bunlardan farkli olarak grafik tabanl
bir referansa gore haritalama da yapabilmektedir. Grafik tabanli haritalamanin
ozellikle uzun okumalarda, haritalama kalitesini artirarak hata oranini diisiirdiigi
bilinmektedir (Sovi¢ ve digerleri, 2016). *.fastq formatindaki veriler bu programlar
aracilifiyla basta olusturulan sanal referansa goére haritalanip *.sam formatinda

dosyalar elde edilmistir. Ardindan bu dosyalar SamTools programi ile *.bam
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formatina doniistliriilmiistiir. Sonrasinda *.bam dosyast yine SamTools araciligryla

indekslenip, *.bam.bai formatinda indeks dosyasi1 elde edilmistir.

Onceki basamakta olusan *.bam dosyasi konfirmasyon amaciyla IGV programiyla
goriintiilenmistir. Bunun i¢in oncelikle ilk basamakta olusturulan referans dosyasi,
IGV’nin “create *.genome file” segenegi araciligiyla programa tanitilmistir.
Sonrasinda ise kromozom arama bosluguna her bir SNP’e ait rs kodlar1 yazilarak sekil

5°teki gibi tek tek goriintiilenmistir.
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SNPforlD B 1510495407 B rs10495407:83-122 G ft « » @0 x| [ O |
1 I
40bp
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I 1 I I 1
VVVVVVVVV [ |
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Sekil 5. rs10495407 SNP’inin IGV programi goriintiisii

Varyant cagirma

Bu basamakta, haritalanmis *.bam formatindaki dosya, befTools, GATK ve freebayes
programlar1 kullanilarak *.vcf formatindaki dosya elde edilmistir. Genel olarak
varyant ¢agirma isleminde yalnizca referans ile uyumsuz varyantlar elde edilmektedir.
Ancak bizim ¢aligmamizda mutasyon tespiti degil, her bir SNP’e ait genotiplendirme
bilgilendirmesi istenildiginden programlarin parametreleri, referansla uyumlu da olsa
uyumsuz da olsa tiim bilgileri verecek sekilde konfigure edilmistir. Bunun ig¢in
programlarin “pile up” modiilleri kullanilmistir. Bu sayede olabildigince diisiik

kriterlere gore filtrelenen baz bilgilerini i¢eren *.vct dosyalar1 elde edilmistir. Ayrica
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programlarin insersiyon ve delesyon analiziyle vakit kaybetmelerini dnlemek igin,

yalnizca SNP analizine yonelik modifikasyonlar yapilmistir.

Script olusturma

Bu asamadan sonra elde edilen *.vef dosyasina, yalnizca her bir SNP’e ait, isim
genotiplendirme bilgisi, okuma derinligi ve okuma ytiizdeleri bilgisini ekrana getirecek

sekilde Python dilinde 6zel olarak yazilmis bir kod uygulanmistir.

Tim bu islemlerin sonunda dogru sonucu en hizli siirede veren program
kombinasyonu se¢ilmistir. Bu programlar tek bir komutla ¢alisacak sekilde UNIX
tabanl platformlara uyumlu 6zel bir bash script yazilmistir. Bu sayede programlari tek
tek calistirmakla vakit kaybedilmemis olacak ve nihai sonucu hizli bir sekilde

ulasilacaktir.
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4. Bulgular

4.1. Yeni nesil dizi analizi bulgular:

Ug farkli ticari DNA 6rnegini 52 SNP bélgesini i¢in genotiplendirmek ve multipleks
PCR basarisim1 6lgmek amaciyla NextSeq platformu ile gergeklestirilen sekanslama
isleminde, SNP’lerin herbiri tiim multipleks denemelerinde basarili bir sekilde analiz
edilmistir. Tiim SNP’lerin okuma derinliklerinin 500’{in tizerinde oldugu goriilmiistiir.

Ug farkl1 ticari DNA’nin genotiplendirmesi tablo 7°deki sekildedir.

Tablo 7. Ug farkl ticari DNA’nin 52 SNP i¢in yeni nesil dizi analizi

genotiplendirmesi
SNP DNA-1 DNA-2 DNA-3 SNP DNA-1 DNA-2 DNA-3
rs1005533 G/A G/G G/A rs2111980 T/T T/C T/C
rs1015250 G/G G/G G/C 1s251934 G/G A/G A/A
rs1024116 c/C C/T C/T 1s2830795 A/G A/G A/G
rs1028528 A/A A/G A/G 1s2831700 A/A A/G A/A
rs1029047 T/A A/A T/T rs354439 A/A A/A A/T
rs1031825 A/A A/A A/A 1s717302 A/A A/A G/A
rs10495407 G/A G/G G/G 1s719366 A/A G/A A/A
rs1335873 T/A T/A A/A 1s722098 A/A A/G A/G
rs1355366 T/C T/T T/T 1s727811 G/G G/T G/G
rs1357617 T/T A/T A/T 18729172 G/G G/T G/T
rs1360288 c/C C/T C/T 1s733164 A/A G/A G/A
rs1382387 A/A C/A A/A 1s735155 c/C c/C C/T
rs1413212 T/C c/C T/C 1s737681 T/C T/T T/C
rs1454361 A/A T/A T/T 1s740910 A/G A/G A/G
rs1463729 c/C c/C C/T 1s763869 G/A G/A G/G
rs1490413 G/A G/A G/A rs8037429 c/C C/T C/T
rs1493232 C/A A/A c/C 1s826472 c/C T/C c/C
rs1528460 T/T C/T T/T rs873196 C/T T/T C/T
rs1886510 G/A G/G G/G 1s876724 C/T c/C C/T
rs1979255 C/G C/G C/G rs8§91700 A/G A/G A/A
1s2016276 T/C T/T T/T rs901398 T/T T/T C/T
1s2040411 G/A G/A A/A rs907100 G/C G/C c/C
152046361 T/T T/A T/A rs914165 A/A G/A G/A
1s2056277 C/T c/C C/T rs917118 T/T C/T C/T
1s2076848 A/T A/T A/A 1s938283 T/T T/T T/T
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1s2107612 A/A A/A A/G 1s964681 c/C T/C T/C

Yeni nesil dizi analizin sonug¢lariin, hem standart hem siiper hizli PCR cihazi ile

gerceklestiren tiim multipleks PCR denemelerinde tam amplifikasyon bagarisini

dogrulamasiyla, sonraki asamalara en kisa siirede PCR’1 tamamlanan amplikonlar

secilerek devam edilmistir. Bu PCR, Philisa cihazi kullanilarak toplam 33 dakikada

tamamlanmis olup, cihaza 6zgii yazilim aracilifiyla olusturulan dongii sayist ve

kosullar sekil 6’daki gibidir.

l Save Protocol
‘ J Add to Favorites

Temperature Settings = *Protocol Changed Protocol Name: YENI-DOGAN-1.5SAAT
Temp Time Add Delete -
Step oc) (s) Step Step Temperature Cycling: 00 [ -
=) e Cycling 1: 2 0 U O O O IO OO O O N O U U N O
1 98 60 < i) o) a 95 5
2 98 5 _/J Lﬁ) Through step | 4 9 (-t 4--+-4--4t--A-- R
#ofCycles | 20 S OO U O I O | OO U O O O U O N N
3 (60 J( 30 | o) ug) 5 85[
Add New Cycle =
4 | 72 50 | ) ud) g 80 0 O N I I
T _
s I5F -ttt
=, [
E X
@ 70f
65
60 [
550l | ! 1 lnnnnflninnnflonnnllonnal ! |
Protocol Instructions: 0 3 6 9 12 18 21 24 27 30 33
Time (min)

Sekil 6. Philisa cihazina ait program ile olusturulan PCR siiresi ve kosullarinin

4.2. Nanopore sekanslama bulgular:

goruntusu

Oxford Nanopore Minion cihazi ile gergeklestirilen sekans islemi basladiktan hemen

sonra 5. dakika, 10. dakika ve 15. dakikalarda olusan ham datalar ayr1 ayr1 analiz

edilmistir. DNA-1’e ait 5., 10., ve 15. dakika ham datalarinin metrik degerleri tablo

8’deki gibidir.
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Tablo 8. DNA-1e ait nanopore sekanslama verilerinin metrik degerleri

Okuma Okuma Ortalama
Basecalling Okuma Okunan
Siire uzunlugu uzunlugu kalite
Filtresi Sayis1 baz sayis1
ortalamasi N50 skoru
Toplam 12.000 5.101.403 269 363 8,58
5 dakika
Filtrelenmis 10.214 4.285.634 270 342 8,82
Toplam 24.000 10.408.440 270 402 8,55
10 dakika
Filtrelenmis 20.423 8.746.153 270 369 8,79
Toplam 40.000 17.796.360 271 465 8,55
15 dakika
Filtrelenmis 33911 14.893.268 272 423 8,79

DNA-I’e ait 5., 10., ve 15. dakikalara ait genotiplendirme ve her bir SNP i¢in okuma

derinligi sonuglari sirasiyla tablo 9, tablo 10 ve tablo 11°deki gibidir.

Tablo 9. DNA-1’e ait nanopore sekanslama 5. dakika verilerinin genotiplendirme
okuma derinligi bulgulari

SNP Ok Genotip SNP Okuma Genotip
Derinligi Derinligi

rs1005533 66 G/A (9%59/%41) rs2111980 130 T/T (%88)
rs1015250 139 G/G (%98) 1s251934 146 G/G (%87)
rs1024116 70 C/C (%91) 1s2830795 158 A/G (%58/%42)
rs1028528 93 A/A (%91) rs2831700 161 A/A (%94)
rs1029047 51 T/A (%57/%42) rs354439 168 A/A (%100)
rs1031825 215 A/A (%86) rs717302 128 A/A (%87)
rs10495407 150 G/A (9%62/%37) 15719366 61 A/A (%92)
rs1335873 174 T/A (%55/%44) rs722098 159 A/A (%97)
rs1355366 77 T/C (%33/9%66) 1s727811 162 G/G (%96)
rs1357617 41 T/T (%97) 18729172 158 G/G (%93)
rs1360288 85 C/C (%89) 1s733164 83 A/A (%94)
rs1382387 88 A/A (%96) rs735155 110 C/C (%99)
rs1413212 220 T/C (%51/%49) 1s737681 153 T/C (%60/%39)
rs1454361 141 A/A (%95) rs740910 267 A/G (%48/%52)
rs1463729 136 C/C (%87) 1s763869 182 G/A (%61/%38)
rs1490413 48 G/A (%64/%35) rs8037429 71 C/C (%86)
rs1493232 155 C/A (%33/%66) 1s826472 98 C/C (%88)
rs1528460 178 T/T (%95) rs873196 133 C/T (%36/%64)
rs1886510 232 G/A (%58/%42) 1s876724 53 C/T (%63/%36)
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rs1979255
rs2016276
rs2040411
rs2046361
rs2056277
rs2076848
rs2107612

128
321
217
47
232
196
78

C/G (%62/%38)
T/C (%64/%35)
G/A (%46/%53)
T/T (%86)

C/T (%50/%50)
AJT (%47/%53)
A/A (%92)

rs891700
rs901398
rs907100
rs914165
rs917118
rs938283
15964681

135
139
279
131
145
100
100

AJG (%52/%AT)
T/T (%87)
G/C (%56/%44)
AJA (%90)
T/T (%98)
T/T (%94)
C/C (%87)

Tablo 10. DNA-1’e ait nanopore sekanslama 10. dakika verilerinin genotiplendirme
okuma derinligi bulgulari

SNP Okuma Genotip SNP Okuma Genotip
Derinligi Derinligi
rs1005533 126 G/A (9%59/%41) rs2111980 257 T/T (%88)
rs1015250 281 G/G (%98) 1s251934 276 G/G (%87)
rs1024116 145 C/C (%90) 1s2830795 320 A/G (%58/%41)
rs1028528 192 A/A (%95) rs2831700 295 A/A (%96)
rs1029047 104 T/A (%60/%40) rs354439 323 A/A (%99)
rs1031825 429 A/A (%91) rs717302 278 A/A (%89)
rs10495407 318 G/A (9%61/%38) rs719366 119 A/A (%92)
rs1335873 347 T/A (%56/%44) rs722098 314 A/A (%97)
rs1355366 155 T/C (%37/%63) 1s727811 316 G/G (%96)
rs1357617 85 T/T (%97) 18729172 355 G/G (%94)
rs1360288 180 C/C (%94) rs733164 152 A/A (%95)
rs1382387 185 A/A (%95) 1s735155 207 C/C (%99)
rs1413212 412 T/C (%54/%45) 1s737681 300 T/C (%59/9%40)
rs1454361 259 A/A (%93) rs740910 535 A/G (%47/%52)
rs1463729 287 C/C (%90) 1s763869 343 G/A (%60/%40)
rs1490413 122 G/A (%62/%37) rs8037429 144 C/C (%86)
rs1493232 311 C/A (%43/%56) 1s826472 186 C/C (%88)
rs1528460 324 T/T (%95) rs873196 292 C/T (%36/9%64)
rs1886510 454 G/A (%55/%44) 1s876724 107 C/T (%62/%37)
rs1979255 250 C/G (%63/%35) rs8§91700 306 A/G (%54/%45)
rs2016276 605 T/C (%62/%37) rs901398 303 T/T (%88)
rs2040411 424 G/A (%46/%53) rs907100 537 G/C (%56/%44)
rs2046361 95 T/T (%90) rs914165 269 A/A (%90)
rs2056277 484 C/T (%52/%47) rs917118 292 T/T (%98)
rs2076848 367 A/T (%50/%50) rs938283 190 T/T (%96)
rs2107612 161 A/A (%91) 1s964681 201 C/C (%88)
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Tablo 11. DNA-1’e ait nanopore sekanslama 15. dakika verilerinin genotiplendirme
okuma derinligi bulgulari

SNP Okuma Genotip SNP Okuma Genotip
Derinligi Derinligi
rs1005533 208 G/A (9%59/%40) rs2111980 427 T/T (%88)
rs1015250 464 G/G (%96) 1s251934 490 G/G (%87)
rs1024116 245 C/C (%90) 1s2830795 542 A/G (%57/%42)
rs1028528 315 A/A (%94) rs2831700 472 A/A (%96)
rs1029047 187 T/A (%54/%45) rs354439 572 A/A (%98)
rs1031825 732 A/A (%93) rs717302 468 A/A (%89)
rs10495407 532 G/A (9%60/%39) 15719366 189 A/A (%89)
rs1335873 557 T/A (%55/%44) rs722098 493 A/A (%97)
rs1355366 281 T/C (%39/%61) 1s727811 501 G/G (%94)
rs1357617 129 T/T (%96) 18729172 574 G/G (%93)
rs1360288 285 C/C (%96) rs733164 249 A/A (%92)
rs1382387 287 A/A (%96) rs735155 360 C/C (%97)
rs1413212 668 T/C (%52/%47) 1s737681 505 T/C (%61/%38)
rs1454361 418 A/A (%93) rs740910 881 A/G (%48/%52)
rs1463729 438 C/C (%91) 1s763869 572 G/A (%60/%40)
rs1490413 187 G/A (%59/%40) rs8037429 227 C/C (%88)
rs1493232 545 C/A (%42/%57) 1s826472 317 C/C (%88)
rs1528460 538 T/T (%97) rs873196 481 C/T (%37/9%63)
rs1886510 745 G/A (%56/%43) 1s876724 200 C/T (%62/%38)
rs1979255 444 C/G (%61/%38) rs8§91700 487 A/G (%55/%44)
rs2016276 954 T/C (%61/%38) rs901398 504 T/T (%90)
rs2040411 687 G/A (%46/%53) rs907100 856 G/C (%57/%43)
rs2046361 143 T/T (%93) rs914165 458 A/A (%92)
rs2056277 824 C/T (%53/%46) rs917118 489 T/T (%97)
rs2076848 610 A/T (%50/%49) rs938283 341 T/T (%94)
rs2107612 221 A/A (%95) 1s964681 327 C/C (%91)

Nanopore sekanslama sonuglari, yeni nesil dizi analizi basamaginda ortaya ¢ikan
DNA-1’e ait genotiplendirme sonuglariyla karsilatirildiginda, 5., 10. ve 15. dakika
sonunda elde edilen verilerin tiimiiniin %100’liik bir basariyla genotiplendirmeyi
yaptigin1 gostermistir. DNA-1e ait bu sonuglar 5. dakika sonunda ortaya ¢ikan ham

datanin bile genotiplendirme i¢in son derece yeterli oldugunu gostermektedir. DNA-2
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ve DNA-3 ile yapilan nanopore sekanslama ¢aligmalarinda da benzer sekilde 5. Dakika

sonunda tam dogrulukla genotiplendirmelerin yapildig1 gosterilmistir. DNA-2 ve

DNA-3’iin 5. dakika nanopore sekanslama verileri sirasiyla tablo 12 ve tablo 13’teki

sekildedir.

Tablo 12. DNA-2’ye ait nanopore sekanslama 5. dakika verilerinin genotiplendirme
okuma derinligi bulgulari

SNP Okuma Genotip SNP Okuma Genotip
Derinligi Derinligi
rs1005533 103 G/G (%95) rs2111980 194 T/C (%52/%48)
rs1015250 188 G/G (%89) 1s251934 126 A/G (%39/9%59)
rs1024116 133 C/T (%49/%41) 1s2830795 151 A/G (%54/%46)
rs1028528 169 A/G (%55/%44) 1rs2831700 127 A/G (%60/%39)
rs1029047 113 A/A (%94) rs354439 53 A/A (%91)
rs1031825 203 A/A (%97) rs717302 169 A/A (%96)
rs10495407 68 G/G (%87) 1s719366 199 G/A (%52/%47)
rs1335873 118 T/A (%61/%39) 1s722098 140 A/G (%63/%36)
rs1355366 166 T/T (%97) rs727811 135 G/T (%A47/%52)
rs1357617 105 A/T (%36/%63) 18729172 201 G/T (%51/%49)
rs1360288 194 C/T (%58/%41) 1s733164 174 G/A (%56/%43)
rs1382387 186 C/A (%57/%42) 1s735155 109 C/C (%87)
rs1413212 136 C/C (%97) rs737681 164 T/T (%93)
rs1454361 92 T/A (%50/%49) rs740910 181 A/G (%38/%61)
rs1463729 122 C/C (%90) 1s763869 318 G/A (%53/%46)
rs1490413 142 G/A (9%62/%37) rs8037429 102 C/T (%45/%54)
rs1493232 274 A/A (%93) 1s826472 142 T/C (%54/%43)
rs1528460 163 C/T (%46/%54) rs873196 116 T/T (%92)
rs1886510 172 G/G (%97) 1s876724 122 C/C (%88)
rs1979255 133 C/G (%59/%40) rs8§91700 187 A/G (%61/%38)
rs2016276 206 T/T (%64/%35) rs901398 110 T/T (%90)
rs2040411 170 G/A (%48/%51) rs907100 169 G/C (%59/%41)
rs2046361 154 T/A (%61/%39) rs914165 121 G/A (%49/%50)
rs2056277 249 C/C (%93) rs917118 122 C/T (%60/%40)
rs2076848 111 A/T (%58/%41) rs938283 146 T/T (%95)
rs2107612 146 A/A (%89) 1s964681 104 T/C (%57/%41)
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Tablo 13. DNA-3’e ait nanopore sekanslama 5. dakika verilerinin genotiplendirme
okuma derinligi bulgulari

SNP Okuma Genotip SNP Okuma Genotip
Derinligi Derinligi
rs1005533 168 G/A (%43/%56) rs2111980 158 T/C (%63/%36)
rs1015250 132 G/C (%54/%45) rs251934 131 A/A (%89)
rs1024116 152 C/T (%38/%61) 1s2830795 110 A/G (%48/%51)
rs1028528 103 A/G (%41/%58) rs2831700 142 A/A (%96)
rs1029047 221 T/T (%87) rs354439 149 A/T (%53/%46)
rs1031825 144 A/A (%93) rs717302 208 G/A (%49/%50)
rs10495407 110 G/G (%99) 15719366 103 A/A (%97)
rs1335873 92 A/A (%90) 1s722098 127 A/G (%61%39)
rs1355366 133 T/T (%93) rs727811 199 G/G (%88)
rs1357617 177 A/T (%51/%49) 18729172 164 G/T (%89)
rs1360288 101 C/T (%60/%39) 1s733164 185 G/A (%52/%47)
rs1382387 174 A/A (%92) 1s735155 116 C/T (%59/9%40)
rs1413212 153 T/C (%62/%38) 1s737681 137 T/C (%44/9%56)
rs1454361 170 T/T (%88) 1s740910 218 A/G (%50/%49)
rs1463729 128 C/T (%46/%54) 1s763869 179 G/G (%91)
rs1490413 188 G/A (%47/%52) rs8037429 111 C/T (%64/%35)
rs1493232 125 C/C (%91) 1s826472 120 C/C (%94)
rs1528460 140 T/T (%90) rs873196 102 C/T (%45/%54)
rs1886510 101 G/G (%95) 1s876724 130 C/T (%57/%43)
rs1979255 156 C/G (%52/%48) rs8§91700 124 A/A (%98)
rs2016276 149 T/T (%56/%43) rs901398 117 C/T (%53/9%46)
rs2040411 53 A/A (%94) rs907100 231 C/C (%88)
rs2046361 113 T/A (%61/%38) 1s914165 141 G/A (%47/%51)
rs2056277 279 C/T (%54/%44) rs917118 103 C/T (%57/%42)
rs2076848 79 A/A (%86) rs938283 86 T/T (%92)
rs2107612 166 A/G (%58/%42) 1s964681 130 T/C (%52/%47)

Uc farkli DNA 6rnegine ait, 5., 10. ve 15. dakika sonunda elde edilen verilerde en

diisiik ve ortalama okuma derinligi verileri tablo 14’te verilmistir.
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Tablo 14. Ug farkli DNA’ya ait nanopore sekanslama 5., 10. ve 15. Dakika
verilerindeki en diisiik ve ortalama okuma derinligi sayilar

5. dakika 10. dakika 15. dakika
En diisiik okuma
41 85 129
derinligi
DNA-1
Ortalama okuma
149 279 476
derinligi
En diisiik okuma
68 157 245
derinligi
DNA-2
Ortalama okuma
152 308 483
derinligi
En diisiik okuma
53 114 189
derinligi
DNA-3
Ortalama okuma
143 299 470

derinligi

Bu sonuglar, Oxford Nanopore Minion cihazinin 5 dakikalik sekans verilerinin 52 SNP

bdlgesinin analizi i¢in yeterli oldugunu gostermektedir.

4.3. Biyoinformatik is akis1 bulgular:

Calismamizda farkli basamaklarda g¢esitli biyoinformatik ara¢ ve programlar,
parametreleri modifiye edilerek ¢ok sayida deneme yapilmistir. Bu denemeler
sonucunda optimal sonucu en kisa silirede veren programlarin kombinasyonu

secilmistir.

4.3.1. Basecalling bulgular:

Ug farkli programla ¢ok sayida basecalling denemesi yapilmistir. En ideal program
secilirken siire, okuma sayisi ve dogru sonug verebilme yetenegi degerlendirilmistir.
Uc programin da standart parametreler kullanilarak verdigi genotiplendirme
sonuglarin ayni oldugu ve yeni nesil dizi analizi verileriyle tam olaras Ortiistiigii
goriilmiistiir. Ancak siireler arasinda anlamli farklilik tespit edilmistir. Tim
denemelerde en hizli ve en yiiksek okuma sayisi veren programin Oxford Nanopore
Technologies ekibinin yazdigi Guppy programi oldugu goriilmiistiir. Bundan dolayz,

sonraki siire denemelerine bu programla devam edilmistir. Bu programa 6zel olarak
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atanan bir *.cfg dosyasiyla tablo 15°deki sekilde yaklasik 6 kat daha hizli sonug verdigi
ce okuma sayilar1 bir miktar diisgse de genotiplendirme sonuglarin etkilenmedigi

goriilmiistiir.

Tablo 15. DNA-1e ait nanopore sekaslama 5., 10. ve 15. Dakika verilerinin Guppy
programiyla basecalling islemi siireleri

Basecalling siireleri

5. dakika verisi 10. dakika verisi 15. dakika verisi

13 dakika 32 dakika 51 dakika
Standart
58 saniye 8 saniye 22 saniye
2 dakika 5 dakika 8 dakika
Hizhh modda
19 saniye 12 saniye 14 saniye

4.3.2. Haritalama ve hizalama bulgular

Bu basamakta kullanilan 3 program da, yaklasik 10 kb (52SNP x 201 baz) niikleotid
iceren calismamiza 6zgiin referans sayesinde beklenilenden ¢ok daha hizli sonuglar
vermislerdir. Okuma derinligi ve genotiplendirme sonuglari1 arasinda da higbir fark
bulunamamagstir. Bu sebeplerden dolay1 haritalama basamagi i¢in yeni nesil dizi analizi

informatiginde en bilinen ve koklii uygulama olan BWA programi se¢ilmistir.

Hizalamada ise son derece hizli ve etkili sonu¢ veren SamTools kullanilmistir.
Haritalama ve hizalamanin toplam siiresi, 5. dakika, 10. dakika ve 15 dakika verileri

icin son derece kisa olup, 2 saniyenin altinda olarak bulunmustur.

4.3.3. Varyant ¢agirma bulgular

Bu basamakta denenilen 3 farkli program ve siireleri arasinda anlamli farkliliklar
bulunmustur. FreeBayes ve GATK parametre modifikasyonlarma ragmen,
bcfTools’un modifikasyonsuz halinden daha uzun siirede sonug verdikleri i¢in esas
olarak befTools secilerek devam edilmistir. 11k etapta karsilasilan siireler beklenilenin
cok iistlinde olmustur. Bundan dolay1 programin tiim degistirilebilir konfigiirasyonlar1
detaylica incelenmistir. Programin manifeste gore analiz segenegi goriiliince, yalnizca

SNP’in oldugu noktaya dair varyant bilgisini elde etmek amaciyla *.bed formatinda
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sekil 7°deki manifest dosyasi olugturulmustur. Bu manifest sayesinde program *.bam
dosyasindaki tiim niikleotidlere ait varyant bilgilerini analiz etmekle vakit
kaybetmeyerek, yalnizca SNP’in oldugu 101. baza ait bilgileri ¢ikaracaklardir. 101.
baz secilmesinin nedeni, basta olusturulan referansta her bir SNP’in 101. baz
pozisyonunda yer almasidir. Bu islem sonrasinda siirelerde dramatik bir disiis
yasanmustir. Ancak yine de, farkli parametreleri modifiye ederek yapilan cesitli
denemeler sonucunda 2 saniyenin altina diislilebilmistir. Bu siireler tablo 16’da

verilmistir.

rs1490413
rs876724
rs1357617
rs2046361
rs717302

rsl029047
rs917118
rs763869
rs1015250
rs735155

Sekil 7. Varyant ¢agirma programlari i¢in olusturulan manifest dosyasi goriintiisii

Tablo 16. DNA-1’e ait nanopore sekanslama verilerinin bcfTools programinin farkl
modifikasyonlariyla varyant ¢agirma siireleri

befTools ile varyant ¢agirma siireleri

5. dakika verisi 10. dakika verisi 15. dakika verisi

1 dakika 2 dakika 4 dakika
Standart ] ) )
58 saniye 46 saniye 8 saniye
Manifestli 19 saniye 27 saniye 41 saniye
Manifest + _ _ _
<2 saniye <2 saniye <2 saniye
Modifikasyon

Son olarak secilen programlar icin tek bir komutla ¢alisabilen ve i¢inde Python diliyle
yazilmis olan 6zel kodlar1 da barindiran sekil 8 ve sekil 9°daki bash script yazilmistir.
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#!1/usr/local/bin/bash
#Bilcag Akgun — Thesis Script

VERSION=1.0
BRHBHHBHBHHBHBHGRHBHAHHBHBHHBHBHGBHBHABHBHBRHBHAERHBHB RSB HBHSHH

read —p "Input directory:" selected_dir

read -p "Output directory:" output_dir

START_DATE="date"

echo "Job started at: $START_DATE"

SECONDS=0

/Users/bilcag/GitHub/ont—guppy-cpu/bin/guppy_basecaller -c
dna_r9.4.1_450bps_fast.cfg \

——cpu_threads_per_caller 8 —q © —-—-input_path $selected_dir/*x ——save_path
$output_dir -r

cd $output_dir

cat *.fastq > merged.fastq

cat $output_dir/merged.fastq | bwa mem -t 8 -a
/Users/bilcag/Dropbox/Tez/bin/SNP_52.fasta — | samtools sort -0 BAM -@4 —o
Soutput_dir/52plex_sorted.bam —

samtools index $output_dir/52plex_sorted.bam

bcftools mpileup —d 100000 —-thread 8 -B -g @ -Q @ -R
/Users/bilcag/Dropbox/Tez/bin/SNPforID.bed -f
/Users/bilcag/Dropbox/Tez/bin/SNP_52.fasta $output_dir/52plex_sorted.bam |
bcftools call -V indels -m - > $output_dir/52plex.vcf

python <<END_OF PYTHON
#!/anaconda2/bin/python python

import tkinter
from tkinter import filedialog

outDir = filedialog.askdirectory(initialdir="/", title='Please select a
directory"')

snpData = {}
with open(outDir+'/52plex.vcf') as f:
for 1 in f:
if l.startswith('#'):

continue

snp, pos, id, ref, alt, qual, filter, info, d, dd = 1l.split()

Sekil 8. Tiim programlarin tek bir komutla ¢alismasini saglayacak 6zel olarak

yazilmis bash script’in ilk bolimii
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if int(pos) !'= 101:
continue

par = {}

for p in info.split(';'):
pv = p.split('=")
parlpv[@]] = pv[1]

snpDatalsnp]l = {'pos': pos, 'ref': ref, 'alt': alt, 'qual': qual,
'filter': filter, 'info': par}

print('Got data for {} SNPs:'.format(len(snpData)))

with open(outDir + '/ttt_profile.csv', 'w') as f:
f.write('snp, coverage, ref_allele, ref_percent, alt_allele,
alt_percent, genotype\n')

for s in sorted(snpData.keys()):
totalDepth = int(snpDatals]['info']['DP'])
depthList = [int(d) for d in snpDatals]['info'l['DP4'J.split(',"')]
refDepth = sum(depthList[0:2])
altDepth = sum(depthList[2:4])

if refDepth > altDepth and altDepth/refDepth < 0.1:
genotype = snpDatals]l['ref'] + snpDatals]['ref']
elif altDepth > refDepth and refDepth/altDepth < 0.1:
genotype = snpDatals]['alt'] + snpDatals]['alt']
else:
genotype = snpDatals]['ref'] + snpDatals]['alt']

if snpDatals]['alt'] == '.':
f.write(','.join([s, str(totalDepth), snpDatals]['ref'],
'{:.1f}'.format(100xrefDepth/totalDepth), '', '',
snpDatals]['ref'J+snpDatals]['ref'11) + '\n')
print(' {} ({}) {} ({:.1f} %)'.format(s, totalDepth,
snpDatals]['ref'], 100*refDepth/totalDepth))
else:
f.write(','.join([s, str(totalDepth), snpDatals]['ref'],
"{:.1f}'.format(100*xrefDepth/totalDepth), snpDatals]l['alt'],
"{:.1f}'.format(100*altDepth/totalDepth), genotypel) + '\n')
print(' {} ({}) {} ({:.2f} %) {} ({:.1f} %)'.format(s,
totalDepth, snpDatals]['ref'], 1@@xrefDepth/totalDepth,
snpDatals]['alt'], 100%xaltDepth/totalDepth))
END_OF_PYTHON

END_DATE="date"
echo "Job ending at: $END_DATE"

ELAPSED="Elapsed: $(($SECONDS / 3600))hrs $(((SSECONDS / 60) % 60))min
$(($SECONDS % 60))sec"

echo "$ELAPSED"

Sekil 9. Tiim programlarin tek bir komutla ¢alismasini saglayacak 6zel olarak
yazilmis bash script’in ikinci boliimii



Bu 6zel scriptle, elimizdeki tiim ham veriler i¢in informatik islemler bastan tekrar
edilmis ve tablo 15°’teki siireler elde edilmistir. Bu siireler ¢alismamizin

biyoinformatik analiz basamaginda elde edilen en kisa siirelerdir.

Tablo 17. Yazilan scriptle, tiim nanopore sekans verilerinin tekrar degerlendirilmesi
sonucu elde edilen siireler

Biyoinformatik analiz siiresi

DNA-1 DNA-2 DNA-3

5. dakika 2 dakika 2 dakika 2 dakika
ham verisi 27 saniye 44 saniye 16 saniye
10. dakika 5 dakika 5 dakika 5 dakika
ham verisi 13 saniye 34 saniye 4 saniye
15. dakika 8 dakika 8 dakika 8 dakika
ham verisi 27 saniye 58 saniye 11 saniye

Tiim sonuglar biitiin olarak degerlendirildiginde; multipleks PCR, kiitiiphane hazirligi,
nanopore sekanslama ve biyoinfomatik analizin yaklagik olarak 53 dakikada
tamamlandigi ve ti¢ farkli DNA i¢in genotiplendirme sonuglarin yeni nesil dizi analizi

sonuglariyla tam olarak ortilistiigii goriilmektedir.
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5. Tartisma

Kisi tanimlama, DNA {iizerindeki yliksek polimorfik alanlarin farkli yontemlerle analiz
edilip degerlendirilmesiyle, iki bireyi diinyadaki en yiiksek duyarlilikla birbirinden
ayrilmasidir. Adli ya da tibbi perspektifin disinda, yliksek giivenlik 6nlemi gerektiren
her durumda uygulanip, sonug verebilme potansiyeli tagtyan bir molekiiler laboratuvar
uygulamasidir. Kisi tanimlama i¢in halihazirda uygulanan yontemlerin en biiyilik
handikap biiyiik laboratuvarlara, pahali ekipmanlara ihtiya¢ duyulmasi ve yeterince
hizli sonu¢ verilememesidir. Calismamizda bu dezavantajlara biiylik dl¢lide ¢oziim
sunacak bir prototip gelistirilmistir. Bu prototipin temelini olusturan sekanslama

teknolojisi ve segilen polimorfik bolgeler farkli agilardan tartisilacaktir.

STR’ler 6zellikle 1990’lardan itibaren, yiiksek derecede polimorfik yapilari nedeniyle
kisi tanimlama icin tercih edilen markerlardir (Jobling ve Gill, 2004). Kapiller
elektroforez temelli STR analizi kisi tanimlamada Diinya ¢apinda en sik kullanilan
yontem olsa da, SNP temelli DNA profillemesi son on yilda giderek 6nem kazanmaya
baslamistir. Insan genom projesinin tamamlanmasindan sonra SNP’lerle ilgili
veritabanlar1 olugsmaya baslamistir (Belmont ve digerleri, 2005). Ayni1 zamanda bir
donem yaygin olarak yapilan GWAS c¢alismalart hem SNP’ler ile ilgili bu verileri
biiylitmis hem de populasyondaki SNP dagilimiyla ilgili fikir sahibi olmamizi
saglamistir (Choudhury ve digerleri, 2014). SNP’ler STR’lara kiyasla hem diisiik
mutasyon oranina sahiptiler hem de biallelik yapilarindan dolay1 bir ¢ok otomatize
sekans platformunda oldukca kolay bir sekilde sekanslanabilirler (Borsting, Mogensen
ve Morling, 2013). SNP’ler ayn1 zamanda atasal cografya hakkinda da bilgiler
vermektedir bu acidan STR’lardan ¢ok daha esnektir (Q. Wang ve digerleri, 2016). Bu
bilgiler dogrultusunda calismamizda diinya iizerinde hala altin standart olan STR
temelli genotiplendirmedense, daha az yaygin ancak gelecek vadeden SNP temelli bir
yontem secilmistir. Gelistirilen prototip sadece SNP genotiplendirmesiyle kalmayip
cok daha bilgi verici olabilecektir. Diger bir agidan, SNP genotiplendirmesi sadece
adli tip alaninda degil, tibbin diger bir¢ok alaninda da aktif olarak kullanilmaktadir.
Bunlar baglica kanser, farmakogenetik, kardiyovaskiiler yatkinliklar gibi alanlardir
(Kim ve Misra, 2007). Ayrica talasemi, kistik fibrozis gibi tek gen hastaliklarinin
tanisinda da ilk basamak test olarak, sik goriilen tek niikleotid mutasyonlar: reverse

dot blot yontemiyle incelenmektedir. Calismamizin bulgularina bakildiginda 2 part
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halinde multipleks olarak amplifiye edilen 52 SNP basarili bir sekilde
genotiplendirilmistir. Bu prototip yalnizca kisi tanimlamada degil, primer
degisiklikleriyle spesifik tek niikleotid degisikliklerinin incelendigi tiim alanlarda

uygulanabilir bir potansiyel tagimaktadir.

SNP’lerin analizi i¢in ¢esitli birgok yontem gelistirilmistir. Bunlar, enzim kesimi,
hibridazyon, primer uzamasi, SNapShot, kiitle spektrometresi ve microarray gibi
cesitli yontemlerdir (Cho ve digerleri, 2014). Bu yontemler genellike tek seferde az
saylda SNP’1 analiz edebilmekte ya da microarray gibi SNP sayis1 arttifinda ise yliksek
maliyet ve laboratuvar is giiciiyle karsimiza ¢ikmaktadir. Giincel bir teknoloji olan
yeni nesil dizi analizi teknolojileri yiiksek verimlilik ve 6rnek basi diisiik maliyet gibi
avantajlartyla, SNP’in genotiplendirmesinde onceki yoOntemlerin dezavantajlarini
ortadan kaldirmistir (Weber-Lehmann ve digerleri, 2014). Ancak yeni nesil dizi
analizinin maliyet etkin bir sekilde kullanilabilmesi i¢in 6rnek sayisin1 yiiksek tutmak
gerekmektedir. Bu da kii¢iik laboratuvarlarda bu teknolojiyi kullanigsiz kilmaktadir.
Oxford Nanopore teknolojisi en giincel sekans teknolojisi olup, gorece diisiik bir
maliyetle, laboratuvarlara ihtiyag duymaksizin dizi analizi yapabilmektedir (Ip ve
digerleri, 2015). Teknolojinin satisa sunuldugu son birka¢ yildan bu yana en hizl
biiyliyen sekanslama teknolojisi olarak karsimiza ¢ikmaktadir (Miten Jain, Olsen,
Paten ve Akeson, 2016). Calismamizda biitiin bu sebeplerden dolay1 Oxford Nanopore
teknolojisi tercih edilmistir. Kullandigimiz flowcell’ler 6zel bir protokolle yikanarak
iki kez daha kullanma imkani sunmasina ragmen, toplam maliyet agisindan STR
genotiplendirmesinin hala gerisindedir. Bununla birlikte, Oxford Nanopore
Technologies yakin zamanda tek kullanimlik, daha kiiciik kapasiteli ve cok daha uygun
fiyatli Flongle isimli flowcell’leri satisa sunacagini duyurmustur. Bu durum da, ¢ok
yakin gelecekte maliyet olarak da STR genotiplendirmesinin dniine gecilebilecegini

ongordiirtmektedir.

Oxford Nanopore teknolojisi esasesen mikrobiyoloji ¢aligmalarinda aktif ve efektif
olarak kullanilmaktadir (Tyler ve digerleri, 2018). Bunun sebebi de teknoloji ilk
ciktiginda ytliksek hata oraninin tiir belirleme ya da genome-assembly ¢aligsmalarini
etkileyecek Olcilide sorun yaratmasa da, sz konusu insan genomu olunca klinik rapor
vermede yetersiz kalmasidir. Ancak gegtigimiz yillar icerisinde bu hata orani hem
gelistirilen yazilimlarla hem de kitteki donanimsal modifikasyonlarla giderek
diisiiriilmisttr (M. Jain ve digerleri, 2017; Rang, Kloosterman ve de Ridder, 2018).
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Su ana denk insan genomu kullanilarak yapilmis onlarca ¢alisma mevcuttur. Bunlar Y
kromozomu sekanslamasi, GBA geni dizi analizi, hemofili hastaliginda molekdiiler tan,
genomda metilasyon saptanmasi gibi giincel ¢caligmalardir (Chatron ve digerleri, 2019;
Kuderna ve digerleri, 2019; Leija-Salazar ve digerleri, 2019; Simpson ve digerleri,
2017). Aynit zamanda bu teknoloji kullanilarak yapilan iki adet kisi tanimlama
calismasi mevcuttur. Bunlardan ilki bizim ¢alismamizda da oldugu gibi 52 SNP’lik bir
yontemsel calisma digeri ise triallelik genotiplendirme calismasidir (Cornelis ve
digerleri, 2019; Cornelis, Gansemans, Deleye, Deforce ve Van Nieuwerburgh, 2017).
Bu ¢alismalarin ilkinde, yaklasik 50 bazlik amplikonlar ligazla randomize sekilde ug
uca eklenerek daha uzun ve nanopore sekanslama teknolojisi agisindan daha makul
olarak kabul edilebilecek amplikon uzunlugu elde edilmis sonrasinda sekanslanmastir.
Ancak calismamizda buna gerek duyulmamistir ¢linkii calismamizin en biiyilik farki
hiza ve sahada uygulanabilirlige odaklanmasidir. Calismamizda SQK-RADO004 kodlu
hizli kiitliphane hazirlik kiti kullanilmistir. Bu hizli kiitliphane hazirlik kiti, yalnizca
30kb ve istli amplikonlar i¢in Onerilmektedir. Bunu sebebi de bu hizli kiitiiphane
hazirlik kiti, amplikonlar1 transposaz’lar aracilifiyla motor proteine bagladig: igin
ancak 30kb ve iistiindeki fragmanlari efektif bir sekilde motor proteine baglanabilecegi
ongoriilmektedir (Mitsuhashi ve digerleri, 2017). Calismamizin yiiriitiiciilerinden
Prof. Dr. Hiiseyin Onay ve ekibinin gergeklestirdigi farkli projelerde kiiglik
amplikonlarin, dogru konsantrasyonda kullanilarak bu hizli kiitiiphane hazirlik kitiyle
dahi basaril1 bir sekilde sekanslanabildigi ispatlanmistir. Calismamiz bu agidan diger

iki ¢alismadan ayrilmaktadir.

Oxford Nanopore Minion cihazinm1 son derece gelismis bir ampermetre olarak
tanimlamak yanlis olmayacakdir. Her bir pordan gegen niiklotide gdre pikoamper
seviyesinde akim farkliliklar gelmekte ve bunlar da ham verilerde yer almaktadir (Y.
Wang ve digerleri, 2014). Biyoinformatik islemlerde ilk basamak olarak basecalling
ad1 verilen pikoamper diizeyindeki farkliliklar1 barindan *.fast5 formatindaki bu ham
verileri, niikleotidlerle eslestirmek gerekmektedir. Bununla ilgili hem Oxford
Nanopore Technologies sirketi hem de biyoinformatik¢iler ve yazilimeilar su ana dek
cesitli programlar gelistirmislerdir. Wick ve arkadaslariin son derece giincel olan
yayminda Oxford Nanopore Technologies tarafindan gelistirilen 4 farkli basecalling
programi detaylica karsilagtirilmistir (Wick, Judd ve Holt, 2019). Bu programlar

icerisinde hem performans hem de yiiksek dogruluk bakimindan en idealinin Guppy
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oldugu belirtilmistir. Bizim calismamizda da 3 farkli basecalling programiyla
denemeler yapilmis ve benzer sekilde gerek hiz gerekse dogru genotiplendirme
bakimindan Guppy’nin diger programlardan ¢ok daha 6nde oldugu tespit edilmistir.
Ayni zamanda Wick ve arkadaslarinin ¢aligmalarindaki bir dnemli nokta da konsensus
sekans dogrulugunun 99.94%’lere kadar ¢iktigini tespit etmeleri olmustur. Bu da son

dort y1l i¢erisinde bu teknolojideki biiylik gelisimi farkli bir agidan gostermektedir.

Nanopore sekanslama teknolojisi, basecalling adimindan sonra diger yeni nesil
teknolojilerinden farkli olarak daha kompleks biyoinformatik analizlere ihtiyag
duymaktadir. Bunun nedeni de yer yer %20’lere varabilen hata oranidir (Ashton ve
digerleri, 2015). Ancak bu verilerin bir ¢ogu geg¢mis yillarda ve metagenomik
calismalardan elde edilmistir (Loit ve digerleri, 2019). Bu durum biyoinformatik
olarak yazilimlar1 giincellemeyi mecbur kilmistir ve hata oranini diisiirmek i¢in bir¢ok
farkli yazilim ortaya c¢ikmistir. Bu yazilimlar hibrid sekanslama, assembly, grafik
temelli haritalama gibi farkli algoritmalarla hata oranini diisirmektedirler (Goodwin
ve digerleri, 2015; Sovi¢ ve digerleri, 2016; Szalay ve Golovchenko, 2015). Ancak
bunlarin en biiyiik dezavantaji iyi donanimdaki bilgisayarlarda bile onlarca dakikadan
saatlere varan sonu¢ verme siireleridir. Nanopore c¢aligmalariyla ilgili ge¢mis
tecrilbemiz, tek niikleotid varyantlarindan ziyade insersiyon ve delesyonlarda cihazin
daha c¢ok yanildigini bize gostermistir. Esas amacimiz da SNP arastirmak ve analiz
stiresini minimumda tutmak oldugu i¢in biyoinformatik is akisimiza herhangi bir hata
diizeltme yazilimi eklenmemistir. Sonuclarimiza baktigimizda ise hata diizeltme
yazilimlar1 kullanilmadan bile 3 farkli DNA 0Ornegi i¢in de 2 ile 3 dakika arasinda

%100 dogruluk ile biyoinformatik analiz gerceklestigi gortilmuistiir.

Biyoinformatigin en temel basamaklarindan olan haritalama, kabaca referans bir
diziyle cihazdan ¢ikan okumalar1 egslestirme olarak tanimlansa da, nanopore
teknolojisinde diger yeni nesil dizi analizi teknolojilerinden daha farkli bir yere
sahiptir. Nanopore sekanslama teknolojisinin hata profili ve homojen olmayan hata
dagilimi gbz Oniine alinarak, var olan haritalama programlar1 giincellenmis ya da bu
teknoloji i¢in yeni programlar yazilmistir (Pavlovikj, Moriyama ve Deogun, 2017).
Haritalama programlarin algoritmalar1 genel anlamda farklilik gosterdigi igin, farkli
programlar farkli sonuglar verebilmektedir. Hatta bu programlarin se¢imine bagl
olarak yanlis haritalanmalar da ortaya ¢ikabilmektedir (Smith, Xuan ve Zhang, 2008).

Calismamizda kullanilan BWA, Minimap ve GraphMap programlar literatiirde
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nanopore teknolojisi ile ilgili calismalarda siklikla karsimiza ¢ikmaktadir (Senol Cali,
Kim, Ghose, Alkan ve Mutlu, 2018). Farkli yaymlar Minimap’in hiz anlaminda diger
iki programda 6nde oldugunu gosterse de (Li, 2018), bizim ¢alisgmamizda zaten 5
dakikalik ham datalar 10 kb gibi oldukga kiiciik bir alana haritalacag i¢in 3 program
arasinda gerek siire gerekse haritalama kalitesi bakimindan anlamli bir farklilik

bulunmamustir.

DNA profillemede Diinyadaki en biiyiik otor kabul edilen John Butler, su an bukkal
stirlintiiden yapilan genotiplendirmenin en iyi kosullarda dahi 90 dakika civarinda
sonug¢ verdigini belirtmis ve genotiplendirmede gelecegin ¢ok daha hizli ve daha
yiiksek sensitiviteyle sonug¢ veren yontem ve platformlara dogru evrilecegini
vurgulamistir (J. M. Butler, 2015). Bizim calismamiz da aslinda bunun basarili bir
ornegini teskil etmektedir. Calisgmamizda toplamda 53 dakikada sonuca varilarak
gerek hiz gerekse yiiksek duyarlilik anlaminda literatiire gore cok daha basarili
sonuglar elde edilmistir. Ancak ticari olarak satin alinan DNA Orneklerinin
kullanilmas1 nedeniyle izolasyon basamagi atlanmistir. Calismamizin 6ncii olacagi
devam projelerinde farkli viicut sivilarindan hem izolasyonla hem de izolasyonsuz
denemeler yapilip, o kosullar altinda da genotiplendirme basarisinin teyit edilmesi

gerekmektedir.
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6. Sonu¢ ve Oneriler

Calismamizda, kisi tanimlamada en yaygin kullanilan 52 farkli SNP, Oxford
Nanopore Minion cihazi kullanilarak tam dogrulukla genotiplendirilmistir.

. PCR, Kkiitiiphane hazirligi, sekanslama ve biyoinformatik analiz basamaklari
toplam1 53 dakika siirmiistiir. Bu siire, DNA profillemede SNP temelli
genotiplendirmede diinya tizerinde ulagilmis en kisa siiredir. Bu siireyi elde etmek
icin siiper hizli PCR cihazi, hizli kiitiiphane hazirhik kiti, Oxford Nanopore
sekanslama teknolojisi ve modifiye edilmis biyoinformatik is akisi kullanilmistir.
Calismamizda kullanilan biyoinformatik is akisi, tek bir komutla, herhangi bir
ekstra isleme gerek olmaksizin birkag dakikalik bir siirede sonug verebilmektedir.
Bu agidan, uygulayacak olan kisinin herhangi bir komut yazma becerisine sahip
olma ya da sonuglari tek tek analiz etme gerekliligi ortadan kalkmaktadir.

Gelistirdigimiz SNP temelli kisi tanimlama kiti prototipi, sahada ve tecriibesi
olmayan bir teknik personel tarafindan bile kolayca uygulanabilir bir
potansiyeldedir. Ayn1 zamanda, sonraki biiyiik 6l¢ekli ¢alismalar icin oncii olma

niteligi tagimaktadir.
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— Aristotle University of Thessaloniki Medical School 2014-2014
Beceriler
Klinik Genetik
— 1000’1 geckin hastanin poliklinikte ayrintili dismorfolojik muayenesi ve aile agaci
— Konsiiltasyon hekimligi
— Genetik servisi yatan hastalarindan sorumlu asistan hekimlik
Molekiiler Genetik Laboratuvari

— DNA izolasyonu, RNA izolasyonu, Restriksiyon ve Ligasyon islemleri,
Piirifikasyon, PCR, Metilasyon Spesifik PCR (MS-PCR), qPCR, QF-PCR, Inverse
Shifting(IS)-PCR, 1. (Sanger), 2. (Illumina platformlari) ve 3. (Oxford Nanopore)
Nesil Dizi Analizi

Sitogenetik Laboratuvari

— Periferik kandan kromozomal karyotipleme

Biyoinformatik

— Birinci Nesil Dizi Analizi (Sanger)

— Ikinci Nesil Dizi Analizi

—  Ugiincii Nesil Dizi Analizi (Oxford Nanopore)

Burslar

— 100/2000 Doktora Bursu (Biyoenformatik alaninda) - Yiiksek Ogretim Kurulu

— 2211/C Yurt I¢i Oncelikli Alanlar Doktora Bursu - TUBITAK

Projeler
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TUBITAK - 1511

— Fulminant Hepatite Sebep olan Viral Patojenlerin Tespiti i¢in Nanopore
Sekanslama Teknolojisi Temelli, Hizli ve Hasta Basinda Uygulanabilir Tan1 Kiti
Gelistirilmesi:HEPASEQ

Ege Universitesi - Genel Arastirma Projesi
— Nanopore sekanslama teknolojisi kullanilarak, kisi tanimlama kiti gelistirilmesi
Ege Universitesi - Genel Arastirma Projesi

— Tiirkiyede Rotaviriis ve Noroviriis Gastroenteritine Yatkinlikta FUT2 Gen

Polimorfizmlerinin Arastirilmasi
Ege Universitesi - Genel Arastirma Projesi

— CRISPR-Cas9 Teknolojisi ile in vitro F8 Geninin Fonksiyonunun Bozulmasinin

Saglanmasi
Ege Universitesi — Tez Projesi

— Agir Hemofili A Hastalarinda Immiin Diizenleyici Sitokinleri Kodlayan Gen

Polimorfizmlerinin Inhibitér Gelisimi Ile Iliskisinin Belirlenmesi
Ege Universitesi — Tez Projesi

— Alkalen Fasfataz Diizeyi Diigiik Olan Ve Klinik Olarak Hipofosfatazya Diisiiniilen
Hastalarda Alkalen Fosfataz (ALP) Geni Dizi Analizi Ile Molekiiler Taninin

Aragtirilmast
Ege Universitesi — Tez Projesi

— Agir Hemofili A Hastalarinda Immiin Diizenleyici Sitokinleri Kodlayan Gen

Polimorfizmlerinin Inhibitér Gelisimi Ile Iliskisinin Belirlenmesi
Ege Universitesi — Genel Arastirma Projesi

— Otizmli Olgularda Molekiiler Karyotipleme Yontemi ile Genetik Etiyolojinin
Aydinlatilmasi

Odiiller
So6zel Sunum Birinciligi

— Hemofili Vakalarla Egitim Sempozyumu, 22-24 Subat 2019, Antalya
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“Hemofili B Hastalig1 Molekiiler Analizinde Tiirkiye Deneyimi: F9 Gen Mutasyon
Spektrumu ve Genotip-Fenotip Iliskisi”

S6zel Sunum Birinciligi
—  Uluslararas Tiirkiye Hemofili Kongresi, 14-17 Nisan 2018, Istanbul

“Hemofili A Hastalarinda F8 Gen Mutasyon Spekturumu: 21 Yeni Mutasyon

Tanimlanmas1”
So6zel Sunum Birinciligi
— HEmofili Vakalarla Egitim Sempozyumu( HEVES ), 23-25 Subat 2018, Antalya

“Agir Hemofili A Olgularinda Yeni Nesil Dizi Analizi ile F8 Geni Biiyiik

Delesyonlarinin Belirlenmesi”
Sézel Sunum ikinciligi
— Hematolojik Genetik Sempozyumu, 14-16 Subat 2018, izmir

“Hemofili A Hastalarinda F8 Gen Mutasyon Spekturumu: 18 Yeni Mutasyon

Tanimlanmas1”
So6zel Sunum Birinciligi
— Norometabolik Dismorfoloji Sempozyumu, 10-12 Mart 2016, istanbul

“Otizmli Olgularda Molekiiler Karyotipleme Yontemi ile Genetik Etiyolojinin

Aydinlatilmas1”
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