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OZET
Doktora Tezi

Nadir Mutasyonlarin Taramasina Y®6nelik Derin Dizileme Calismalar1 i¢cin Cok Boyutlu
Havuzlama Yaklasimimin Gelistirilmesi ve Familyal Hiperkolesterolemi Hasta Grubunda

Uygulanmasi
Haldun Dogan
Ankara Universitesi Biyoteknoloji Enstitiisii
Prof. Dr. Hilal Ozdag Sevgili

DNA dizi analizine dayanan testler diisiik maliyetli olmamalar1 sebebiyle giiniimiizde
genetik hastaliklarin genis kitlelerde taramasinda sinirli olarak kullanilabilmektedirler.
Havuzlama yaklasimi maliyet diisiiriicii etkisi sayesinde 0Ozellikle hastalik tarama
programlarinda tercih edilmektedir. Yeni Nesil Dizileme (YND/NGS) teknolojisinin
havuzlama yaklagimi ile birlikte kullanilmasi, genetik hastaliklarin toplum ¢apinda
taranmasi Oniindeki en biiyiik engel olan maliyet problemine ¢oziim saglayarak, kitlelerin

genetik hastaliklarinin DNA dizileme ile taranmasinda kullanilabilecegi dngoriilmektedir.

Bu tez calismasinda 2 ve 3 boyutlu farkli havuzlama yaklasimlari, basitlik ve kullanim
kolaylig1 6n planda tutularak test edilmis, elde edilen sonuglara gore segilen 2 boyutlu
8x8’lik havuzlama ile 256 adet FH hastas1 ve 64 adet kontrol 6rneginin 6 geni NGS

teknolojisi kullanilarak nadir varyasyonlar a¢isindan taranmistir.

Caligma kapsaminda denenen havuzlama yaklasimlar1 arasindan 2 boyutlu 8x8 ve 16x16’lik
havuzlamalar basarili, 24x24’liik havuzlama ise kismen basarili olarak degerlendirilmistir.
Daha yiiksek havuzlamalar ise basarisiz olarak degerlendirilmistir. Taranan 320 adet 6rnegin

75’inde, 40 farkli mutasyondan toplam 89 adet genotip tespit edilmistir.
2023, 176 sayfa

Anahtar kelimeler: Mutasyon tarama, NGS, yeni nesil DNA dizileme, derin dizileme,

havuzlama, FH, familyal hiperkolesterolemi



ABSTRACT
Ph.D. Thesis

Development of a Multi-Dimensional Pooling Approach for Scanning Rare Mutations in
Deep Sequencing Experiments and Application on Familial Hypercholesterolemia Patient

Group
Haldun Dogan
Ankara University Biotechnology Institute
Prof. Dr. Hilal Ozdag Sevgili

Tests based on DNA sequencing analysis have only limited application on screening of
genetic diseases in masses, due to their high costs. The pooling approach especially used in
disease screening programs, due to its cost reduction benefits. The combination of Next
Generation Sequencing (NGS) technology and pooling approach can be used in screening of

genetic diseases through the populations as it offers a solution to the high cost problem.

In this thesis, different 2 and 3 dimensional pooling approaches are tested without
compromising the ease of use. Then, 256 FH patients and 64 control samples were screened
through their 6 genes by using NGS technology and 2 dimensional 8x8 pooling approach,
which is selected through testing different pooling approaches.

Among different pooling approaches tested, 2 dimensional 8x8 and 16x16 pooling strategies
are evaluated as successful and 24x24 pooling is evaluated as partially successful. The higher
pooling approaches are evaluated as unsuccessful. Among 320 samples screened, 89

different genotypes are detected from 40 different mutations in 75 of the samples.

2023, 176 pages

Keywords: Mutation screening, NGS, next-gen DNA sequencing, deep sequencing,

pooling, FH, familial hypercholesterolemia
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1. GIRIS

DNA dizileme giiniimiizde en yaygin olarak kullanilan DNA analizi yontemidir. Ilk
gelistirildigi 40 y1l oncesine gore miithis bir hizla ilerleyerek, glinimiizde diinya ¢apinda
yillik yaklasik 10 milyar dolarlik bir sektor haline gelmis (1) ve hizla gelismeye devam

etmektedir.

Havuzlama yaklasimi birgok biyolojik testte kullanilan bir yaklasimdir. Ozellikle maliyet
diistiriicii  0zelligi sebebi ile tarama testlerinde ve tarama programlarinda
kullanilabilmektedir. 2020 yilinda baslayan SARS-CoV-2 pandemisi ile tekrar glindeme

gelmis ve bu alanda yapilan bilimsel ¢alisma ve yayinlarin sayisinda ciddi bir artis olmustur

).

Hastalik tarama, birey ve toplum saglig1 i¢in ¢ok biiyiik bir 5Gneme sahiptir. Hem hastaliklarin
Onlenmesinde hem de hali hazirda olusmus hastaliklarin erken teshisi ile tedavisinin
miimkiin hale getirilmesinde ve/veya kolaylastirilmasinda etkin bir rol oynamaktadir. Bu
sebeplerden dolay: lilkemiz de dahil olmak iizere bir¢ok iilkede hastalik tarama programlari
uygulanmaktadir (3). Hastalik taramada DNA seviyesinde mutasyon taramanin
uygulanmasi, glinlimiizde hala bir tarama testine gore yiiksek olan maliyetleri sebebiyle son
derece kisithdir. Ancak gelisen DNA dizileme teknolojisi ve maliyet diisiiriicii havuzlama
gibi yaklasimlarin mevcut teknolojiler icerisine adapte edilmesi sayesinde, yakin gelecekte

tiim genetik hastaliklarin DNA bazinda taranmamasi i¢in higbir sebep yoktur.

Familyal hiperkolesterolemi, yaklasik 500 ila 200°de 1 olan frekans: ile tiim diinyada en
yaygin goriilen genetik ve kalitsal hastalik olarak kabul edilmektedir (4). Hastaligin bireyde
erken tespiti, hastaligin yonetilmesi, semptomlarinin azaltilmasi veya geciktirilmesi
acisindan son derece faydalidir. Bu 6zellikleri sebebi ile hastalik tarama programlari ile
taramasi, bireysel ve toplumsal olarak ¢ok biiyiik bir fayda saglama potansiyeli olan bir

hastaliktir.



2. KURAMSAL TEMELLER
2.1. DNA DIiZILEME

DNA dizileme (veya DNA sekanslama), bir DNA molekiiliindeki niikleotidlerin yonii ile
beraber sirasinin belirlenmesidir (5). DNA molekiilii 4 adet niikleotidin (adenin, guanin,
sitozin ve timin) olusturdugu, dallanma yapmayan bir polimerdir. Polimer zincirinin bir yonii
vardir; zincirin iki ucu aymi degildir. Niikleotidlerin yapisinda bulunan deoksiriboz
molekiiliiniin karbon atomu numaralarindan yola ¢ikarak, DNA molekiiliiniin uglar1 5* ve 3’
olarak adlandirilir. DNA dizilimi -aksi belirtilmedigi siirece- DNA polimerizasyon,

transkripsiyon ve translasyonun da yonii olan 5° ucundan 3’ ucuna olacak sekilde yazilir.

DNA dizileme giliniimiizde en yaygin olarak kullanilan DNA analiz yontemidir. 2023 yili
itibariyle diinya ¢apinda pazar biiyiikliigii yillik yaklasik 15 milyar dolar seviyesine ¢ikmistir
ve her yil yaklagik %15-20 biiyiimeye devam etmektedir (6). Yillik iiretilen DNA dizileme
verisi ise yaklasik 40 eksabayt seviyesindedir; ki bu miktar Youtube’a yiiklenen yillik
verinin onlarca katina esittir (7). 1 eksabayt yaklasik olarak 108 bayta esittir (Sekil 2.1.).

yotta [Y] 1024 = 1000000 000 000 000 000 000 000
zetta [Z] 1021 = 1000 000 000 000 000 000 000

exa [E] 1018 = 1000000000000 000 000
peta [P] 1015 = 1000000000 000 000
tera [T] 1012 = 1000 000000 000

giga [G] 10° = 1000000000

mega [M] 106 = 1000000

kilo [k] 103 = 1000

hecto [h] 102 = 100

deca [da] 10! = 10

Sekil 2.1. Eksabayt



2.1.1. DNA DIiZILEMENIN TARIHCESI

DNA ilk olarak 1869 yilinda Friedrich Miescher tarafindan tanimlanmis ve izole edilmistir
(8). Uzun yillar boyunca hiicre iginde ne gérev aldigi tam olarak anlagilamamak ile birlikte,
genel olarak kalitsal bilginin nesiller arasinda proteinler tarafindan tasindigi diisiincesi
hakim oldugu i¢in, DNA’nin kalitsal molekiil olabilecegi diigiiniilmemistir. DNA’nin
kalitsal molekiil olabilecegi fikri ilk olarak 1944 yilinda Oswald Avery, Colin MacLeod ve
Maclyn McCarty’nin bakteriler tizerinde yapmis ve yaymlamis olduklari ¢alisma ile
gosterilmis ve bu tarihten sonra kabul gormiistiir (9). DNA molekiiliiniin yapisinin 1953
yilinda, Rosalind Franklin ve Maurice Wilkins’in de yardimi ile, James Watson ve Francis
Crick tarafindan ortaya koyulmasi (10); ilk defa bir protein olan insiilin molekiiliiniin (daha
sonra da 2000’li yillarin ortalarina kadar kullanilan tek DNA dizileme yOntemini de
gelistirecek olan Frederick Sanger tarafindan) 1952 yilinda dizilenmesinin tamamlanarak
yapisinin ortaya cikartilmasi (11) ve 1958 yilinda Francis Crick tarafindan proteinlerin
diziliminin, DNA’nin diziliminden geldiginin One siiriilmesi (12) sonucunda, DNA
molekiiliiniin dizilenme gereksinimi had sathaya ¢ikmistir. Buna ragmen DNA molekiiliiniin
ilk defa dizilenmesi 10 yildan fazla slirmiistiir; her ne kadar proteinler gibi polimer
makromolekiil olsa da DNA’nin dizilenmesi proteinlere gore ¢ok daha zordur; proteinlerin
dizilenmesinde kullanilan yaklagim ise yaramamistir. Bunun sebepleri; proteinlerin aksine
DNA zincirinde sadece 4 farkli ¢esit monomerin (niikleotid) olmasi (proteinler 20°den fazla
¢esit amino asitten olusurlar), niikleotidlerin molekiiler agirliklarinin birbirine ¢ok yakin
olmasi (en kiigiik niikleotid olan sitozin: 307 g/mol, en biiylik niikleotid olan guanin: 347
g/mol, oran olarak 1:1,13; en kii¢iik amino asit olan glisin: 75 g/mol, en biiylik amino asit
olan triptofan: 204 g/mol, oran olarak 1:2,72), tipik bir DNA zincirinin, tipik bir protein
zincirine gore ¢ok daha fazla monomerden olusmasi, degisik DNA zincirlerinin kimyasal
ozelliklerinin proteinlerin aksine ¢ok benzemesi sonucunda ayrilmasinin zor olmasi ve dizi
spesifik DNAse enzimlerinin tam olarak kesfedilmemis olmasini sayabiliriz (13). Bu
sebeplerden dolayr DNA molekiiliiniin ilk defa dizilenmesi ancak 1970 yilinda Ray Wu
tarafindan sadece 8 niikleotid uzunlugunda gerceklestirilebilmistir (14). Genis kitlelerce
kullanilabilecek kadar pratik, yliksek kapasiteli ve gercek anlamda DNA dizileme teknolojisi
olarak kabul edilen 2 yontem, 1977 yilinda gelistirilmistir (5); bunlar Walter Gilbert ve Allan
Maxam’in gelistirdigi kimyasal degradasyon yontemi (15) ve Frederick Sanger ve

arkadaglarinin gelistirdigi dideoksi zincir sonlanma yontemidir (16). Bu iki yontemden
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Frederick Sanger’in gelistirdigi zincir sonlanma yontemi, digerine kiyasla ¢ok daha giiclii
bir yontem oldugu i¢in kisa siire iginde Maxam-Gilbert yontemi ortadan kalkmis ve DNA
dizileme tamamen Sanger yontemi iizerine gelismistir (5). Sanger yontemi ¢ok gii¢lii bir
yontemdir ve PCR gibi diger ¢ok giiglii bir teknolojinin 1985 yilinda Kary Mullis tarafindan
gelistirilip (17) Sanger yontemi igerisine dahil edilmesi ile teknoloji ¢ok daha gii¢lii bir hale
gelmistir. Ayn1 zamanda basta tespit i¢in kullanilan radyoaktivite yerine floresan tespitinin
gelistirilmesi, yontem igerisinde daha verimli ¢alisacak DNA polimerazlarin gelistirilmesi
ve dizilemeyi gerceklestirecek cok kapillerli otomatik kapiller elektroforez cihazlarinin
gelistirilmesi ile Sanger dizileme ¢ok daha giliclenmistir, kolaylagsmig, maliyeti diismiis,
islem hacmi yiikselmistir; 0yle ki 1980°lerin bagindan 2000°1i yillarin ortalarina kadar (NGS
gelisip pratikte kullanima girene kadar) yaklasik 25 yil boyunca DNA dizileme sahasinin tek
oyuncusu olmustur (5, 18). Insan Genom Projesi, biitiiniiyle Sanger dizileme y&ntemi ile
yapilmustir (19, 20). Giintimiizde bile, NGS kadar yaygin olmasa da hala kullanimina devam
edilmektedir. Teknolojinin inanilmaz 6l¢iide gelistigi bu 40 yillik siire sonunda bile hala
kullaniliyor olmasi ve daha uzun siire ortadan kalkacak gibi gériinmemesi, tek bagina Sanger

dizilemenin ne kadar giiclii bir yontem oldugunu kanitlamaya yeter.

1990’11 yillarin ortalarindan itibaren, “ikinci nesil” olarak ta adlandirilan ancak daha yaygin
olarak kullanilan ismi ile NGS teknolojileri gelistirilmeye baslanmistir. NGS tabanli iretilen
ilk ticari cihaz, 454 Life Sciences tarafindan 2000 yilinda gelistirilmistir. Teknolojiyi
gelistiren Jonathan Rothberg 2007 yilinda bu cihazi Roche firmasina satarak biitiin diinya
pazarmna ac¢ilimmi saglamistir. Bu teknoloji 1990’larin sonlarina dogru gelistirilen
pirosekanslama yontemine dayanmaktadir (21). Bu tarihten itibaren Sanger yontemini
gelistirme iizerine yapilan ¢aligmalar ve maddi yatirimlar hizla gerilemis, bunu yerine
teknoloji gelistiren sirketler c¢ok daha biiylik potansiyel barindiran NGS iizerine
yogunlagmistir. 2010’lu yillardan itibaren ise bir sonraki nesil (3. nesil) DNA dizileme
teknolojileri gelistirilmeye baslanmistir. Bununla beraber hangi teknolojinin NGS, hangi
teknolojinin 3. nesil olarak kabul edilmesi gerektigi ile ilgili tartigmalar baglamistir ve halen
de devam etmektedir (5). 3. nesil DNA dizileme igin ¢ok biiyiik umutlar ile baslanan
calismalar beklendigi kadar hizli ilerleyememistir. Diinya iizerinde ¢ok fazla arastirmaci ve
firma 10 yildan fazla bir siiredir 3. nesil DNA dizileme teknolojileri {izerinde ¢alisiyor
olmasina ragmen, giliniimiizde ticari olarak arastirmacilarin kullanimina sunulan sadece iki

teknoloji gelistirilebilmistir; bunlardan biri olan PacBio firmasinin teknolojisinin, modifiye
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niikleotid ve enzimatik reaksiyon i¢germesi sonucunda NGS teknolojilerine benzemesi sebebi
ile tam olarak 3. nesil olmayacagini diisiinen arastirmacilar da vardir. Diger teknoloji olan
Oxford Nanopore Technologies firmasiin teknolojisinin ise veri kalitesi hala beklenen
seviyede degildir (22). Giiniimiizde 3. nesil DNA dizileme ve Sanger yontemi aktif olarak
kullanilmalarina ragmen oransal olarak o kadar kiigiiklerdir ki, tiim diinyada iiretilen DNA
dizileme verisinin tamami1 NGS teknolojileri ile iiretilmektedir denilirse ¢ok ta abartmis

olunmaz. DNA dizilemenin 6zet kronolojik tarihgesi Sekil 2.2.’de gosterilmistir.

S,

insan Genom ik Bkaryotik ilk Ticari Iinsan Mikrobiyom

Sanger Yontemi s £ " SE3E Nanopor Dizileme
Projesi Genom NGS Sistemi Projesi
1981 1995 2001 2007 2011 2022
1977 1990 1996 2005 2008 2014
Insan Mitokondrisinin insan Genom lllumina P insan Telomerden
Dizilenmesi iik Genom Projesinin Tamamlanmasi NGS Sistemi 3. Nesil Dizileme Telomere Dizileme

& - 4 =11

Sekil 2.2. DNA dizilemenin tarihgesi (23)

2.1.1.1. MOORE YASASI VE DNA DIZILEME

Moore yasasi olarak bilinen kavram, bilgisayar teknolojileri oncii firmalarindan Intel
firmasinin CEO’su olan Gordon Moore’un, 1965 yilinda bilgisayar teknolojilerinin
ilerlemesi ile ilgili yapmis oldugu bir 6ngoriiye dayanmaktadir. Moore, makalesinde 6zet
olarak bilgisayar teknolojilerinin zaman igerisinde logaritmik olarak ilerleyecegini, yani
belirli bir zaman igerisinde teknolojinin kendisini ikiye katlayarak ilerlemesini
slirdiirecegini, bunun sonucunda da teknolojinin ¢ok hizli ilerleyecegini dngdrmistiir (24).
Zaman Gordon Moore’un 6ngoriisiinde ne kadar hakli oldugunu gostermis (Sekil 2.3.),
bunun sonucunda da Moore yasasi olarak iinlenen kavram, sadece bilgisayar teknolojileri
degil, logaritmik olarak c¢ok hizli bir sekilde ilerleme kaydeden tiim gelismeler icin

kullanilan genel bir jargon haline gelmistir (25).
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Sekil 2.3. Moore yasasi (25)

DNA dizileme teknolojilerinin ilerlemesine bakildigi zaman da, ilk gelistirilmeye baslandig:
zamandan itibaren Moore yasasina uydugu goriilebilmektedir; DNA dizileme verisi birim
maliyeti belirli bir zaman i¢inde yaklasik olarak yariya inerek ilerleme saglanmistir (26).
Ancak cok ciddi bir farklilik gbze carpmaktadir; NGS teknolojilerinin gelistirilmesinden
sonra grafikte bir kirilma yasanmis ve DNA dizileme yine Moore yasasini takip etmekle

birlikte bu sefer grafigin farkli bir yerinden takip etmeye baslamistir (Sekil 2.4.).

Megabaz Basina DNA Dizileme Maliyeti
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Sekil 2.4. Zaman i¢inde Mbp basina DNA dizileme verisi maliyeti



Gilintimiizde NGS teknolojileri gelistirilmemis olsaydi, Moore yasasini takip eden Sanger
teknolojisi ile yaklagik 100.000 USD tutmasi beklenen bir insan genomunun dizilenme
maliyeti, NGS teknolojileri sayesinde giiniimiizde birka¢ yiiz dolar seviyelerine kadar
diisebilmistir (Sekil 2.5.).

Insan Genomu Dizileme Maliyeti
$100,000,000
\ -

$10,000,000 —‘K—

$1,000,000
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$100,000

\
$10,000 —,—‘—
s
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Sekil 2.5. NGS etkisi ile kirilmig DNA dizileme Moore yasasi grafigi; bir insan genomu
dizileme maliyeti

2.1.1.2. FREDERICK SANGER

Frederick Sanger, insanligin son doneminde yasamis en biiyiik bilim insanlarindan bir
olmasia ragmen, molekiiler genetik alani disinda hak ettigi kadar taninmayan bir bilim
insanidir. Glinlimiizde genetik ve genomik alanlarindaki ilerlemede ¢ok sayida bilim insanin
katkis1 ile olmus olsa da bunlardan en 6nemlilerinden bir -belki de en 6nemlisi- Frederick
Sanger’dir; kendisi “genomigin babas1” olarak ta adlandirilmaktadir (27). Glinimiizde bir
insanin tim genomunu dizilemeyi saglayan NGS teknolojileri sayesinde ¢ok sayida
hastaligin tanis1 koyulabilmekte, kanser de dahil olmak iizere hastaliklar daha iyi
anlagilabilmekte ve ¢cok sayida fazla hastaliga tedavi gelistirilebilmekteyse, bunun en 5nemli
mihenk taglarindan bir tanesi Frederik Sanger’in Sanger yontemini gelistirmesidir denebilir;
Insan Genom Projesi Sanger yontemi ile yapilmistir ve NGS teknolojileri Sanger yonteminin

bir devami olarak, ondan esinlenerek gelistirilmistir.



1918 yilinda ingiltere’de dogan ve 2013 yilinda aramizdan ayrilan Frederick Sanger’in ne
kadar biiyiik bir bilim insan1 oldugunu anlamak i¢in sadece suna bakmak bile yeterlidir: 1901
yilindan giiniimiize kadar Nobel 6diilii ile 6diillendirilmis bine yakin bilim insan1 arasindan
2 defa Nobel o6diilii almis 5 bilim insanindan biri, 2 defa ayn1 alanda Nobel 6diilii almis 3
bilim insanindan biri Frederick Sanger’dir. Kendisinin almis oldugu 2 Nobel 6diilii disinda

2 doktora 6grencisi de kariyerlerinin ilerleyen yillarinda Nobel 6diili ile édiillendirilmistir
(28).

Frederick Sanger’in hak ettigi kadar {inlii olmamasinin belki de en 6nemli sebebi miitevazi
bir kisiligi ve yasam tarzi olmasidir. Kendisi “Sir” olarak anilmak istemedigi i¢in sdvalyelik
tinvanini reddetmistir. Ayn1 zamanda kendisini “sadece laboratuvarda takilan ve akademik
olarak pek te parlak olmayan bir adam” olarak tanimlayan birisidir (28). Gegmiste yapmis
oldugu caligmalar ile giiniimiizde milyonlarca insanin hayatini direkt olarak etkileyen,
kimisinin hayat kalitesini arttirirken kimisinin hayatin1 kurtaran, bir yandan da bu doktora

calismasinin yapilmasina vesile olmus olan bu biiylik ve miitevazi bilim insanini saygi ile

antyorum.

Sekil 2.6. Frederick Sanger (1918-2013)



2.1.2. DNA DIiZILEME TEKNOLOJILERI

2.1.2.1. SANGER DiZILEME

Dideoksi reaksiyonu/yontemi veya dideoksi zincir sonlandirma reaksiyonu/ydntemi olarak
ta bilinen Sanger reaksiyonu/yontemi, DNA polimerizasyonu sirasinda reaksiyon ortaminda
bulunan zincir sonlandirici niikleotid analoglarinin, rastgele uzayan zincire girerek
polimerizasyonu sonlandirmasi sonucunda olusan kisa DNA parcalarinin, elektroforez
yardimut ile ayrilmasi prensibine dayanir (Sekil 2.7.). Zincir sonlandirici niikleotid analoglari
icin dideoksi niikleotidler kullanilir. Dideoksi niikleotidler, riboz molekiiliiniin 3’
pozisyonunda bulunmasi gereken ve DNA polimerizasyonu sirasinda uzayan zincirin bir

sonraki niikleotidin 5’ ucu ile birlesmesini saglayan -OH gruplarint bulundurmayan
niikleotid analoglaridir (16, 29, 30).

Sanger yontemi ilk gelistirildigi halinde her bir niikleotid i¢in ayr1 bir reaksiyon
kurulmaktaydi. Ayn1 zamanda kalip DNA olarak plazmidlere klonlanmig DNA pargalari,
elektroforez olarak poliakrilamid jel elektroforezi ve tespit yontemi olarak ta *2P radyoaktif
fosfor izotopu iceren niikleotidlerin otoradyografik fotograflarda biraktigi 1s1ma izleri
kullanilmaktaydi (31).
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Sekil 2.7. Sanger dizileme (32)



Ik kesfedildiginde genetik alaninda bir devrim yaratan bu ydntem, kisa zamanda ciddi
oranda gelistirilerek ¢ok daha pratik ve otomatik bir hale getirildi; yaklasik 10-15 yil kadar
sonra ilk gelistirildigi sekilde kullanimi neredeyse tamamen ortadan kalkmistir. Yapilan
gelistirmeler arasinda PCR yonteminin gelistirilmesinden sonra Sanger yontemi igerisine
dahil edilmesi ile klonlama gereksinimin ortadan kalkmasi, radyoaktif tespit yerine floresan
tespitin yonteme eklenmesi, degisik floresan 6zellige sahip molekiiller kullanilarak ¢ok
kanall1 tespitin miimkiin olmasi1 sonucu her niikleotid i¢in ayr1 reaksiyon yerine 4 niikleotidin
de aymi anda dizilendigi tek reaksiyonun miimkiin hale gelmesi, poliakrilamid jel
elektroforezi yerine polimer bazli kapiller elektroforezin gelistirilmesi, ¢ok sayida kapiller
iceren otomatik kapiller elektroforez cihazlar1 ile 384’¢ kadar 6rnegin tek seferde tam
otomatik paralel dizilenmesi vb. gelistirmeleri sayabiliriz (29). Ik kesfedildiginde birkag
yiiz bazlik DNA dizileme bilgisinin elde edilmesi giinler siirerken, tam otomatik c¢ok
kapillerli DNA dizileme cihazlari ile bir cihazdan glinde maksimum 5 Mbp DNA dizileme
verisi alinabilecek hale gelinmistir (29). Insan Genom Projesi ilk siiriimii yaymlandig 2000
yilindaki hali ile bu tip tam otomatik cihazlarda tamamlanmistir (19). Bu ilk siirimiinde
eksik olan yaklasik %8’lik kisim ise ancak 2022 yilinda ve NGS ve uzun okuma yapabilen

3. nesil DNA dizileme cihazlari sayesinde tamamlanabilmistir (33).

2.1.2.2. YENI NESIL DiZiLEME

Sanger dizileme, her ne kadar tek DNA dizileme yontemi olarak kaldigi 25 yillik donem
boyunca cok fazla gelistirilmis olsa da temel prensipleri olarak ¢ok standarttir ve tek bir
yontemdir denilebilir: zincir sonlandirma yontemi (16). Ancak NGS boyle degildir; zaman
icinde temel prensipleri farkli olan ¢cok sayida NGS teknolojisi gelistirilmis, basarili ve gii¢lii
teknolojiler glinimiize kadar gelebilmismis, tipki Maxam-Gilbert yonteminin Sanger
yontemi karsisinda tutunamayip ortadan kalkmasi gibi daha az basarili olan ve daha az giiglii
olan NGS teknolojileri ise zaman i¢inde kaybolmustur (5, 34). NGS teknolojileri ilk
gelistirilmeye baglandig1 zaman hangi teknolojinin NGS oldugu konusunda bir tartisma s6z
konusu degil idi; ¢iinkii mevcut tek teknoloji olan Sanger’den farkli olmas1 NGS olmasi i¢in
yeterli idi. Ancak birbirinden farkli temele sahip teknolojilerin ortaya ¢ikmaya baslanmasi
ile beraber, bir teknolojinin NGS mi yoksa bir sonraki nesil olan 3. nesil DNA dizileme

teknolojisi mi oldugu ile ilgili tartigmalar da basladi. Temel prensipler olarak farkliliklar
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icerse de tiim teknolojilerin, onlart bir NGS teknoloji yapan genel olarak kabul gormiis

Ozelliklerini su sekilde siralayabiliriz (34-37):

e DNA’nin rastgele parcalanmasi
o Klonal amplifikasyon

e Rastgele ve kisa dizileme

e Yiiksek hacimli paralel dizileme

e Elde edilen kisa okumalarin birlestirilmesi

2.1.2.2.1. DNA’NIN RASTGELE PARCALANMASI (FRAGMENTASYON)

NGS’nin 6rnek hazirlama asamast DNA nin rastgele par¢alanmasi ile baslar; bu asama DNA
fragmentasyonu olarak ta adlandirilir. Fragmentasyonun amaci dizilenmek istenen
DNA’dan, kii¢iik DNA pargalar1 (200-400 bp) olusturmaktir. Fragmente edilmemis yiiksek
molekiiler agirlikli genomik DNA ve degisik seviyelerde fragmente edilmis genomik
DNA’nin 6rnek agaroz jel elektroforezi goriintiisii Sekil 2.8.’de gdsterilmektedir (yliksek
molekiiler agirlikli genomik DNA (1) ve degisik seviyelerde fragmente edilmis halleri (2-
9)) (38). Pargalama asamasi nebulizasyon, sonikasyon vb. gibi fiziksel pargalama ile
yapilabilecegi gibi, DNAse, transpozaz vb. gibi enzimatik yontemler ile de
yapilabilmektedir. DNA parcalandiktan sonra uglarina dizileme asamasinda kullanilacak
olan primer vb. gibi dizileri iceren 6zel DNA dizileri (adaptorler) eklenir. DNA nin rastgele
pargalanmasinin istisnalari, uzun okuma yapabilen teknolojiler (genellikle 3. nesil olarak
siiflandirilirlar) ve dizilenmek istenen bolgenin kiigiik ve belirli bir bolge oldugu
durumlardir. Uzun okuma yapabilen teknolojilerde onlarca Kbp kesintisiz okuma
alinabilmektedir, bu sebeple DNA’nin kiiclik parcalara ayrilmasi yapilmaz. Sayet
dizilenmek istenen bolge belirli kiiclik bir bolge ise (kullanilacak teknolojinin okuma
uzunluguna gore degismekle beraber, yaklasik 300 bp veya daha kiiciik ise), adaptor
dizilerinin PCR ile eklenmesi sonucunda DNA’nin rastgele kiiciik parcalara ayrilmasina

gerek kalmamaktadir.

Gilintimiizde DNA fragmentasyonu fiziksel ve enzimatik birka¢ yontem ile yapilmaktadir.
Bu yontemlerin ¢ogunda DNA parcalanmasi sonucunda yapiskan uglar olusmaktadir.
Yapiskan ug, ¢ift zincirli DNA’nin u¢ kisminda az sayida niikleotidin tek zincir olmast

durumudur; yani 2 karsilikli zincirin u¢ kisimlarmin tam olarak birbirine karsilik
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gelmemesidir. Yapigkan uglar 5’ fazlalig1 olabilecegi gibi 3’ fazlaligi da olabilmektedir.
Fragmentasyon sonucu olusan bu yapiskan uc¢larin bir sonraki asama icin diizeltilmesi
gerekmektedir; bu amag i¢in de kisa kalan zinciri tamamlayan veya uzun kalan zinciri kesen

enzimler kullanilmaktadir. Bu islem u¢ tamiri olarak adlandirilmaktadir (39).

1 2 3 4 5 6 7 8 9

Sekil 2.8. Ornek fragmentasyon agaroz jel elektroforezi goriintiisii

FiZiKSEL FRAGMENTASYON

DNA hiicre iginde korunakli bir ortamdadir ve olusan goreceli az sayida DNA hasarlar1 tamir
mekanizmalar1 tarafindan tamir edilir. Ancak DNA hiicre disina alindig1 zaman fiziksel
etkenlere karsi ¢ok hassas hale gelir ve uzun ince yapisi dolayisi ile DNA kirilmasi
gerceklesmesi kacinilmazdir (40). DNA kirilmasina yol agan fiziksel etkenler arasinda
sicaklik, basing, titresim, UV radyasyon vb. sayilabilir. Kontrollii fiziksel kosullar
saglanarak DNA’y1 yaklasik olarak belirli bir molekiiler agirlikta (veya diger bir tabir ile
uzunlukta) olacak sekilde pargalamak miimkiindiir. DNA’nin fiziksel parcalanmasinin
avantaji, DNA sollisyonuna sonraki iglemlerde istenmeyen madde olma ihtimali olan degisik
Kimyasallarin ~eklenmesine gerek olmamasi ve son derece kontrollii olarak

gerceklestirilebilmesidir (41).
Sonikasyon

En yaygin olarak kullanilan fiziksel par¢alama yontemidir. Genel olarak 10 MHz’in altinda
frekansa sahip ultrason ses dalgalar1 kullanilarak DNA pargalanir (41). Standart sonikatorler
daha genis bir fragman boyu araligi ile DNA fragmentasyonu yaptig1 i¢in, sadece DNA’y1

daha verimli bir sekilde fragmente etme amagli, odakli akustik par¢alama prensibine dayali
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06zel DNA sonikatorleri gelistirilmistir (39). En ideal fragmentasyon yontemi olarak
nitelendirilse de, hem sarflarinin pahali olmasi, hem de DNA fragmentasyonundan baska bir
iste kullanilmayan DNA sonikatorlerinin yiiksek maliyetli olmasi sebebi ile 6zellikle kiigiik

ve orta ¢apli ¢ogu laboratuvar tarafindan tercih edilmemektedir (42).

Nebulizasyon

Nebulizasyon, bir sivinin yiiksek basing ile kiigiik bir delikten ge¢cmeye zorlanmasi
sonucunda aerosol formunda ¢ok kiiciik damlaciklar olusturmast siirecidir. Icinde DNA olan
bir soliisyon nebulizasyon islemine maruz birakildiginda, islem sirasinda olusan fiziksel
zorlama, DNA’nin kii¢iik parcalara ayrilmasina yol agar (42). DNA’nin nebulizasyon ile
pargalanmasi asamasinda basing kaynagi olarak nitrojen gazi kullanilir. Herhangi bir cihaz
gerektirmemesi, sadece basingli nitrojen gazi tiipii ile basit bir plastik nebulizator sarf
malzemesi ile yapilmasi maliyet yonden ciddi bir avantaj saglasa da, ¢ok yliksek miktarda
baslangic DNA’s1 gerektirmesi, yontemin temeli olan aerosol olusumunun kontaminasyon
riskini arttirmasi ve diisiik maliyetli enzimatik fragmentasyon alternatiflerinin gelistirilmesi

sebebi ile giiniimiizde artik tercih edilmemektedir.

ENZIMATIK FRAGMENTASYON

DNA’y1 modifiye eden enzimlerin bazilari, tek baslarina veya enzim kombinasyonlari
seklinde DNA’nin fragmentasyonu i¢in kullanilabilmektedir. Fiziksel parcalamaya gore
soliisyon igerisine bir takim kimyasallar eklenme gereksinimi, enzimlerin bozulabilmesi,
reaksiyon igerisine karismis olan bazi inhibitor molekiiller sebebi ile reaksiyon
verimliliginin azalmas1 veya tamamen kaybolmasi gibi dezavantajlar1 olsa da; kullanim
kolaylig1, molekiiler genetik laboratuvarlarinda standart olarak bulunan ekipman ile kolayca
gerceklestirilebilmesi ve kontaminasyon riskinin az olmasi gibi ozellikleri sebebi ile
glinlimiizde en yaygin olarak kullanilan DNA fragmentasyon yontemi haline gelmislerdir.

Bu amag i¢in endoniikleaz ve transpozaz enzimleri kullanilir.

Endoniikleazlar

Endoniikleazlar ¢ift zincir veya tek zincir DNA veya RNA molekiillerini, molekiiliin
ortasindan kesip molekiilii daha kiiciik pargalara ayiran enzimlerdir. Endontikleazlarin bir

kismu diziye 6zgiildiir; 6zel bir dizi veya dizi motifini tantyarak dizi icerisinden veya dizi
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disindaki bir noktadan DNA’y1 keserken (restriksiyon endoniikleaz enzimleri gibi), bir kism1
da diziden bagimsiz olarak rastgele kesim yaparlar (43). Bu rastgele kesim yapan enzimler
NGS amacli DNA fragmentasyonunda kullanilabilmektedir. Bazi endoniikleazlar ¢ift zincir
DNA’nin tek zincirinde rasgele kesim gercgeklestirirler; bu enzimler tek zincir DNA
kiriklarini tantyarak diger zinciri de kesen baska endoniikleazlar ile birlikte kombine olarak

kullanilarak DNA fragmentasyonunu gergeklestirirler (42).

Tagmentasyon (Transpozaz)

Transpozaz enzimleri, transpozon olarak nitelendiren ¢ift zincirli bir DNA pargasina
baglanip, bu DNA parcasini bagka bir ¢ift zincirli DNA parcasinin rastgele bir yerine ekleyen
enzimlerdir. Tn5 transpozaz enzimi kullanilarak, NGS’in daha sonraki asamalarinda
kullanilacak baz1 diziler (adaptdr dizilerinin bir kismi), dizilenmek istenen DNA molekiilleri
icerisine  rastgele eklenebilmektedir (44). Bu islem “tagmentasyon” olarak
adlandirilmaktadir. Tagmentasyon tam anlami ile fragmentasyon olmasa da (DNA, cift
zincir kiariklar ile parcalanmamaktadir), dizilenecek DNA molekiilii arasina rastgele eklenen
DNA pargalart, DNA’y1 bir dizilenecek DNA, bir transpozaz tarafindan eklenen DNA
seklinde parcali bir hale getirmektedir (Sekil 2.9.). Tagmentasyon sonucu elde edilen DNA
tizerinden, eklenen DNA bolgeleri primer baglanma bolgeleri olacak sekilde kullanilarak
yapilan PCR sonucunda ise, DNA iizerinden kisa ve rastgele parcalar elde edilmektedir ki

bu sekilde DNA fragmentasyonu ile amaglanan sonuca ulasilmis olunmaktadir (44, 45).

Transpozaz
p . Dizilenecek DNA

e ke 4 s °
3

v y : ~ 300 bp

4 Tagmentasyon

~ 300 bp

Sekil 2.9. Tagmentasyon (46)
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2.1.2.2.2. KLONAL AMPLIFIKASYON

Fragmentasyon sonrasi kiiciik parcalara ayrilan DNA molekiillerinin ¢ogaltilmasi, daha
yaygin kullanilan tabir ile “amplifiye edilmesi” gerekmektedir. Teorik olarak amplifikasyon
yapilmadan, sadece tek molekiil iizerinden de dizileme yapmak miimkiindiir. Ancak tek
molekiilden dizileme yapmanin bilyiik bir dezavantaji vardir; tek molekiilden elde edilen
sinyal miktar1 ¢ok diisiik oldugu i¢in dizileme yapmak ¢ok zordur. Bu diisiik miktardaki
sinyal hem daha kirli ve daha hatali bir dizilemeye yol agar, hem de bu diisiik miktardaki
sinyali daha verimli bir sekilde yakalamak i¢in cihazlar ¢ok daha kompleks ve pahali olarak
tasarlanmalar1 gerekir; ki bu da cihaz yatirnm ve siirdirme maliyetlerini dnemli dl¢ilide
arttirtr. Gegmiste teknolojisi Illumina teknolojisine ¢ok benzeyen, ancak tek molekiil
dizileme teknolojisi kullanan, bir miiddet piyasada tutunabilen, ancak daha sonra tek
molekiil dizilemenin dezavantajlar1 sebebi ile iflas eden bir sirket te olmustur (Helicos Inc.).
Giliniimiizde tek molekiil dizileme yapan sirketler vardir (Pacific Biosciences ve Oxford
Nanopore), ancak bunlar hem tam olarak NGS olarak degerlendirilmemektedir (daha ¢ok 3.
nesil dizileme teknolojileri olarak kabul edilmektedir), hem de DNA dizileme sektoriindeki

paylari ¢ok diistiktiir.

Tek molekiil dizilemenin bu disiik sinyal dezavantajinin ortadan kaldirilmasi DNA’nin
klonal olarak amplifiye edilmesi ile gerceklestirilir; yani her bir DNA molekiilii ayr1 ayr
cogaltilir. Baglangi¢ kalip DNA’simmin ¢ok sayida molekiilden olustugu standart PCR
amplifikasyonu yaklagiminin aksine, klonal amplifikasyonda baglangi¢ kalip DNA’s1 tek bir
DNA molekiiliidiir ve amplifikasyon sonunda tek bir DNA molekiiliiniin klonlar1 olan ¢ok
sayrda DNA molekiilleri ayr1 ayr1 elde edilir. Amplifikasyon PCR olabilecegi gibi zincir
reaksiyon olmayan izotermal amplifikasyon da olabilmektedir. Cok farkli DNA dizilerine
sahip DNA molekiillerinin tamaminin ayni reaksiyon ortaminda ve aymi kosullarda
amplifiye edilebilmesinin giiniimiize kadar bulunan tek yolu, DNA dizilerinin ug
kisimlarinda biitiin molekiiller igin ortak dizilerin olmasidir (47). Bu ortak diziler, adaptor
DNA molekiillerin dizilenmesi istenen DNA molekiillerinin u¢larina eklenmesi ile saglanir.
Milyarlarca farkli DNA molekiiliiniin ayn1 ortamda PCR veya izotermal amplifikasyon ile

amplifiye edilmesi bu sekilde miimkiin olmaktadir.
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Adaptor dizileri 3 farkli sekilde DNA dizilerine eklenebilir: DNA molekiilleri uglarina ligaz
enzimi yardimi ile yapistirilarak, transpozaz enzimi ile fragmentasyon esnasinda veya
adaptor dizileri igeren primerler kullanilarak yapilan PCR ile. Adaptorlerin eklenmesi ile
DNA molekiilleri klonal amplifikasyona hazirdir ve bu sekilde hazirlanan DNA’ya NGS

kiitiiphanesi ad1 verilir.

ADAPTORLER

Adaptorler, dizlenmesi istenen DNA molekiillerinin uglarina eklenen, dizilimi bilinen
sentetik DNA molekiilleridir. Adaptor dizileri iginde klonal amplifikasyonu miimkiin kilan
primer dizi bolgeleri ile birlikte, dizileme i¢in kullanilacak primer bolgeleri ve farklh
orneklerin fiziksel olarak ayni ortamda dizilenmesine ragmen verilerinin birbirinden

ayrilmasini saglayan indeks dizileri de bulunur (Sekil 2.10.).

s N
Adaptér Adaptér
[ 1 [ ]
indeks indeks
Klonal o o s Klonal
Amplifikasyon l Dlz.llem_e Dizileme l Amplifikasyon
Primeri Primeri Primeri Primeri
=
1 e e T < —
& P

Sekil 2.10. Adaptor (48)

Indeksleme

NGS sistemleri ¢ok yiiksek miktarda veriyi fiziksel olarak tek veya az sayida
kompartimanlarda elde ederler. Sayet biiylik miktardaki veri tek bir 6rnekten elde edilmek
istenmiyorsa, veri ¢ok sayida ornek arasinda paylastirilmak isteniyorsa bu amag igin bir
¢dziime ihtiya¢ vardir: indeksleme. Indeksleme, fiziksel olarak ayni1 ortamda birden fazla
ornegin dizilenmesine olanak saglayan yaklasimdir. Multipleksleme ve barkodlama olarak
da adlandirilabilmektedir. Indeksleme stratejisi; dizilimi bilinen ve birbirinden farkli
yaklasik 6-12 bp uzunluga sahip DNA parcalarinin, 6rnek hazirlama agamasinda adaptorler
araciligiyla her bir 6rnege farkli olacak sekilde eklenmesi, dizileme sonunda ise bu indeks
dizilerinin de ayrica okunup hangi verinin hangi 6rnekten geldiginin tespiti ile orneklere ait

verilerin birbirinden ayrilmasi prensibine dayanir (49) (Sekil 2.11.).
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Kiitiiphane hazirhig Kiitliphane Dizileme indekslerin Hizalama

birlegtirme ayrilmasi
o o

- indeks 1
~—— indeks 2
Dizilenen DNA
DNA parcalan
— Referans DNA

Sekil 2.11. indeksleme (50)

Iki farkli sekilde uygulanabilmektedir: tekli ve ciftli. Tekli indekslemede dizilenecek DNA
molekiillerinin bir ucuna indeks diziler eklenirken, ¢iftli indekslemede molekiillerin iki
ucuna farkli indeks dizileri eklenir. Ciftli indekslemenin avantaji, iki uca eklenecek
indekslerin kombinasyonlarin1 kullanarak, az sayida adaptér ile ¢ok sayida Ornegin
indekslenmesini saglayabilmesidir; mesela molekiillerin bir ucuna eklenecek 8 farkli indeksi
iceren 8 g¢esit adaptdr ve diger ucuna eklenecek 12 farkli indeksi igeren 12 ¢esit adaptor ile,
8 x 12 = 96 cesit kombinasyon sayesinde, toplam 20 farkli adaptor ile 96 Ornek
multiplekslenebilmektedir (51). Tekli indekslemede kombinasyon olmadigi i¢in bu miimkiin
degildir; ancak adaptor cesidi kadar 6rnek multiplekslenebilir. Ancak ¢iftli indekslemenin
de indeks ziplamasi denilen bir dezavantaji vardir. Indeks ziplamasi, Kkiitiiphane
zenginlestirme asamasinda kimerik PCR {iriinii olusmast ve bunun sonucunda indekslerin
bir molekiilden diger bir molekiile “ziplamasi”’dir. Sayet ciftli indeksleme yaklasimi
kullanild1 ise, yeni olusan kombinasyon baska bir 0rnege ait olabilecegi ic¢in Ornekler
arasinda az da olsa birbirlerine veri sizmasi1 olusturmaktadir. Bu sebeple 6zellikle somatik
mutasyon c¢aligmalar1 gibi hassas ¢alismalarda indeks kombinasyonlari ile multipleksleme

kapasitesi arttirma yaklagimi kullanilmamaktadir (52).

UMI

UMI (Ing. Unique Molecular Identifier) veya Benzersiz Molekiiler Tanimlayici, hassasiyetin
artirtlmasi i¢in kullanilan bir adaptor modifikasyonu yontemidir. UMI dizileri, adaptor

molekiillerinin dizilenecek DNA ya baglandigi noktaya eklenen genellikle 6-16 bp’lik
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rastgele dizilerdir. Rastgele diziler olduklar1 i¢in adaptdr dizilerinin sentezi sirasinda bu
noktalarda dort niikleotid te rastgele birleserek rastgele bir dizi olusturur; boylece her bir
molekiil benzersiz denebilecek, uzunlugu ve molekiil i¢indeki konumu bilinen ancak dizisi
bilinmeyen bir DNA pargasi ile isaretlenmis olur. Dizileme sirasinda UMI dizileri de ayrica
okunur. Ayni molekiilden olusmus PCR kopyalarindan elde edilen dizileme bilgileri ile UMI
dizilerinin ayn1 olmasi gerekir; analiz sirasinda sayet UMI dizsi ayni olan okumalar arasinda
dizide farkli noktalar tespit edilirse, bu farkli noktalarin polimerizasyon veya dizileme hatas1
oldugu varsayilarak veri icerisinden ¢ikartilarak hatalardan daha fazla ayiklanmis bir veri

elde edilir (Sekil 2.12.). Bu da hassasiyetin artmasina katkida bulunur (53).

UMI'siz varyasyon tespiti UMI'li varyasyon tespiti
_ _ :| Yanlis Varyant
Ayni UMI'lerin
e -c° bir lasminda
bulunuyor
]
Dogru veya
I N
yanlis varyant?
——  e— / ) s | Dogru Varyant
Ayni UMI'lerin
——  — —— e | tamaminda bulunuyor
N S —

Yanhs varyantlar
elenirken sadece
dogru varyanlar
saklaniyor

x
S S— \
Dizileme hatasi

Sekil 2.12. UMI (54)

|

AMPLIFiIKASYON

Klonal amplifikasyon i¢in kullanilan mevcut 3 yaklagim vardir: emiilsiyon PCR, koprii

amplifikasyon ve DNA nanotoplar1 (DNB).

Emiilsiyon PCR

Emiilsiyon, birbiri igerisinde ¢oziinmeyen iki sivinin karigimina verilen addir. Bu karigim
homojen degildir; daha az miktarda olan bir siv1 (dagilan faz) daginik/asili kabarciklar olarak
daha fazla olan bir sivinin (kesintisiz faz) i¢inde dagilmis durumdadir. Emiilsiyon PCR’da,
hazirlanan PCR karisimi dagilan faz olacak sekilde, kesintisiz fazin ise yag oldugu bir

emiilsiyon haline doéniistiiriiliir; 6yle ki su bazli olan PCR karisimi, yag ile ¢evrelenerek
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birbirinden izole edilmis, caplar1 yaklasik 2-10 pm olan damlaciklar haline getirilirler. Bu
damlaciklarin her biri, iginde yeterli miktarda primer, INTP, DNA polimeraz ve diger PCR
bilesenlerinin oldugu, ancak PCR karigimi igerisinde en az miktarda bulunan kalip DNA nin
sadece bir kopya bulundugu, birbirinden bagimsiz minik reaksiyon kiirecikleri haline gelmis
olurlar. Bu sekilde 1s11 dongiiye tabi tutulan PCR karisimi sonunda, her bir reaksiyon kiirecigi
igerisinde sadece tek bir DNA molekiiliinden ¢ogaltilmis PCR iiriinleri olusur (55, 56) (Sekil
2.13.).

Damlaciklar rastgele olustugu i¢in her bir damla icerisine mutlaka bir adet kalip DNA’nin
gelmesi s6z konusu degildir; baz1 damlaciklarin igerisine birden fazla kalip DNA diiserken
baz1 damlaciklarin icerisine hi¢ kalip DNA denk gelmeyebilir. Bu istenmeyen damlaciklar
sorun teskil etmez, cilinkii hacimleri yaklasik olarak 100 fL olan bu kiireciklerden yiiz
milyonlarca olusturuldugu i¢in, analiz icin yeterli sayida istenen sekilde damlacik
bulunmaktadir; istenmeyen sekilde olan damlaciklar analiz esnasinda g6z ardi edilmektedir.
NGS amaci ile yapilan emiilsiyon PCR’da, fragmente edilmis ve uclarina adaptor takilmis
DNA pargalar1 kalip olarak kullanilir. Bu DNA parcalar1 sonradan kolayca geri toplanip
NGS’in diger asamalarina devam edilebilmesi amaci ile, PCR karigimi i¢erisindeki primerler
mikron boyutta kat1 boncuklar tizerine tutturulmus haldedir; bunun sonucu olarak reaksiyon
sonunda elde edilen tiim amplikonlar (yani amplifikasyon agamasinda yeni olusmus DNA
molekiilleri) boncuk {izerinde sabitlenmis sekilde olusur. Olusan bu yapilara “polony” adi
verilmektedir.

N, -%é’ffé

() (c)
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PCR Reaktifleri g E
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L
<G
PCR Reaktifleri LI

Sekil 2.13. Emiilsiyon PCR (57)
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Emiilsiyon PCR, NGS uygulamalar1 diginda dijital PCR yonteminde de kullanilmaktadir.
Emiilsiyonu olusturan damlaciklarin ¢ok daha standart olmasi ve farkli damlaciklarin
birlestirilmesi amac1 ile, degisik uygulamalarda mikrofluidik sistemler de

kullanilabilmektedir (55).
Koprii Amplifikasyonu

[llumina teknolojisinin gelistiricisi olan Solexa firmasinin DNA dizileme denemeleri, akis
hiicresi (Ing. flow cell) olarak adlandirilan bir reaksiyon odacig: icerisinde kat1 yiizey iizerine
sabitlenmis tek DNA molekiillerinin dizilenmeye calisilmasi ile baslamistir. Kisa siire
igerisinde tek bir DNA molekiilii yerine, tek bir molekiilden ¢ogaltilmis DNA kiimesi
kullanilarak dizileme yapilmasinin, sinyal miktarini ciddi oranda iyilestirecegi ve dizilemeyi
hem daha kolay hem de daha kaliteli bir hale getirecegi fark edilmistir. Bunun iizerine koprii

amplifikasyonu gelistirilmistir.
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Sekil 2.14. Koprii amplifikasyonu (57)

Koprii amplifikasyonunda adaptor dizilerine karsilik gelen PCR primerleri akis hiicresi
igerisindeki kat1 yiizey iizerine sabitlenmistir. Iki ucunda adaptér dizileri olan DNA pargalar
akis hiicresi igerisine gonderilir ve ylizey lizerine rastgele baglanir. Baglandiklar1 yerde PCR
gergeklestirilir. PCR esnasinda, her bir dongiide, tek zincir DNA molekiilleri bir u¢larindan
kat1 ylizeye sabitlenmis olduklarindan, diger uclar ile yakinda bulunan yiizeye sabit bagka

bir primer molekiiliine baglanir. Polimerizasyon sonucunda kat1 yiizeye sabit tek bir tek

20



zincir DNA molekiiliinden, birbirine karsilik gelen iki adet tek zincir DNA molekiilii
olusturulmus olur. DNA molekiillerinin boyu yaklasik birkag yiiz bp oldugu i¢in diger ugtan
yakalanan primerin fiziksel olarak ¢ok yakinda olmasi gerekir; DNA molekiiliiniin boyu
yaklasik 200 nm dir. PCR dongiilerinin tamamlanmasindan sonra, yiizey iizerine sabit,
rastgele yerlerde olusmus, tek bir DNA molekiiliinden klonal olarak ¢ogaltilmis, yaklasik
1000 molekiil igeren ve yaklasik 1 pm ¢apinda DNA kiimecikleri olusur. Bu kiimecikleri
olusturma islemine koprii amplifikasyonu, kiimeciklerin kendilerine de kiime (ing. cluster)

ad1 verilmistir (58, 59) (Sekil 2.14.).

DNA Nanotoplari

DNA nanotoplari, tek zincir DNA’nin siv1 igerisinde, zincir i¢indeki niikleotidlerin zayif
etkilesimi sonucu gevsek bir katlanma motifi olusturarak, kiiresel bir sekil almas1 sonucu
olusan yapidir. Bu yapi, bir yiin ipinin toparlanarak olusturulan gevsek bir yiin topuna
benzetilebilir. NGS i¢in kullanilan DNA nanotoplart olusturulurken adaptér dizilerinden
faydalanilir. DNA ilk 6nce enzimatik degredasyon ile tek zincir haline getirilir. Adaptor
dizileri kullanilarak tek zincirin iki ucu birlestirilerek halka yapida DNA olusturulur. Daha
sonra yine bu adaptdr dizileri primer bdlgeleri olarak kullanilarak zincir degisim (Ing. strand
displacement) 6zelligi bulunan bir DNA polimeraz enzimi ile izotermal amplifikasyon
yapilir (60). Amplifikasyon sonucunda tek bir DNA molekiiliinden olugsmus, molekiiliin
yiizlerce kopyasimi arka arkaya eklenmis bir sekilde igeren, tek zincirli, yaklagik 300 nm
capinda DNA nanotoplari olusturulmus olunur (61, 62) (Sekil 2.15.). DNB’nin diger
yontemlere gdre bir avantaji da zincirleme reaksiyon olmadigi i¢in Sayfa 87°da tartigilan

PCR yonteminin dezavantajlarindan biiyiik 6l¢iide etkilenmemektedir.

I Tek zincirli
S halka DNA

Sekil 2.15. DNB (63)
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2.1.2.2.3. RASTGELE DiZiLEME

NGS cihazlarinda dizileme rastgele yapilir. Buna Ingilizce olarak “shotgun” (av tiifegi)
dizileme denilmistir (av tiifeginden ¢ikan ¢ok sayida sagmanin hedefe dogru, ancak rastgele
yonlenmesi, sagmalarin bir kismimin hedefi i1skalamasina ragmen hedefi vuranlarin isi
gormeye yetmesi benzetmesinden yola ¢ikilarak) (47, 64). Sanger dizilemenin yapildigi
kapiller elektroforez sistemlerinde nerede (hangi kapillerde) hangi DNA pargasinin
dizlendigi bilinmektedir, ancak NGS sistemlerinde dizileme sirasinda nerede hangi DNA
parcasimnin dizlendigi bilinmez, rastgele olarak dizileme yapilir. Cihazin herhangi bir
noktasinda dizilenen DNA parcasinin nereye ait oldugu ancak dizileme tamamlanip elde

edilen dizinin analiz edilmesi ile tespit edilebilir.

NGS sistemlerinde, DNA dizileme kisminda degisik yontemler kullanilmaktadir. Bunlarin
baslicalari, pirosekanslama, sentez ile sekanslama (SBS olarak da bilinir), ligasyon ile
sekanslama ve iyon yariiletken sekanslamadir; glinlimiizdeki NGS sistemlerinin tamami bu

yontemlerden bizzat bir tanesini veya modifiye edilmis bir ¢esidini kullanmaktadirlar.
PIROSEKANSLAMA

Pirosekanslama, DNA sentezi sirasinda DNA polimeraz enziminin niikleotidleri uzayan
zincirin 3’ ucuna eklemesi ile olusan degisikliklerin, birtakim enzimler yardimi ile 151k
sinyaline doniistiiriilmesi prensibine dayanan DNA dizileme yontemidir (65). Pal Nyren ve
arkadaslar1 tarafindan 1993 yilinda gelistirilmistir (66). Bu dizileme yontemi ilk olarak
minidizileme, yani kisa DNA dizilerini okuma amacl kullanilsa da, 1998 yilinda yine ayni
ekip tarafindan gelistirilerek yeni nesil dizileme teknolojisine uyarlanabilecek hale
getirilmistir (21). Ticari olarak 2005 yilinda piyasaya siiriilmiis olan ilk NGS cihazi

pirosekanslama temeline dayanmaktadir (65, 66).

Pirosekanslama, dogada atesbocegi gibi bazi canlilarin gergeklestirdigi biyoliiminesans ile
151k iiretme olayindan faydalanarak gelistirilmistir. Pirosekanslamda, DNA polimeraz
enzimi disinda iki adet enzim daha kullanilmaktadir; ATP-siilfiirilaz ve lusiferaz enzimleri.
DNA polimeraz enziminin niikleotid-trifosfat molekiillerini uzayan DNA zincirinin 3’ ucuna
eklemesi ile ortaya di-fosfat (pirofosfat) molekiilii ile hidrojen iyonu ortaya ¢ikar. Ortamda

bulunan ATP-siilfiirilaz enzimi, reaksiyon ic¢indeki adenozin S-fosfosiilfat molekiiliinii
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pirofosfat ile birlestirerek ATP molekiiliinii olusturur. Olusan ATP molekiilii de liisiferaz
enziminin katalizorliigii ile ortamda bulunan liisiferin molekiilii ile tepkimeye girerek bir 151k

parlamasi olusturur (65, 66).

Pirosekanslamada kati bir ylizeye baglanan tek zincirli DNA pargalar1 lizerine her bir
dongitide her bir niikleotid sira ile gonderilerek, DNA polimerizasyonunun gergeklestirilmesi
ve reaksiyon ortaminda bulunan diger enzim ve reaktifler sayesinde bir 151k sinyali alinmasi
saglanir. Sayet dizilemede siradaki niikleotid, ortama gonderilen niikleotid degilse
polimerizasyon gerceklesmeyecek ve 1sik sinyali alinmayacaktir. Sayet sirada gonderilen
niikleotidden ardisik olarak birden fazla bulunuyorsa da birden fazla niikleotid ayni anda
uzayan DNA dizisine eklenecek ve ayni oranda fazla reaksiyon ve dolayisiyla fazla 1s1k
olusacaktir. Sonugta her bir dongiide ve her bir niikleotidde 151k sinyali alinip alinmadiginin
tespiti ve alind1 ise ne miktarda alindiginin 6lgiilmesi ile dizileme gergeklestirilir (65) (Sekil

2.16.).

A. B. 3

ATP sililfiirilaz

L ATP
CAGCAC CA + 0 @
enozin
HIA i ﬁ 5-fosfosiilfat
& Lusiferaz
1 poﬁ:::,az Pirofosfat + —- + FAYAVAN
Primer Lusiferin Oksilusiferin Isik

C.

2
| J_L“ LI
AC AC AC AC

Isik tespiti

Sekil 2.16. Pirosekanslama (67)

DNA dizilimi {izerinde ayn1 bazin iki veya daha fazla ardisik olarak tekrar ettigi durumlarda
bu bazlarin ayn1 dongii i¢erisinde ayn1 zamanda dizilenmesi bir avantaj gibi goriinse de (her

bir dongiide sadece bir niikleotid dizilenmesine gore yaklasik %50’si kadar fazla DNA
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dizilimi elde edilmektedir), bu 6zellik pirosekanslamanin (ve ayni prensiple ¢alisan iyon

sekanslamanin) en biiyiik dezavantaji olmustur: homopolimer problemi.

Homopolimer, tek bir yap1 tasindan olusmus polimere verilen addir. DNA’da homopolimer
denildigi zaman da DNA dizisi i¢inde ayn1 niikleotidin ardisik olarak ¢cok sayida tekrar ettigi
kisimlart anlagilir. Homopolimer bdlgelerini ayn1 dongili icerisinde beraber dizileyen
teknolojilerde, dizilenirken elde edilen toplam sinyalin tam olarak ka¢ bazdan geldiginin
belirlenmesi gerekmektedir. Homopolimeri olusturan baz sayist ne kadar fazla ise, dizinin
dogru belirlenmesi o kadar zordur; ¢iinkii her baz i¢in olan sapma miktar1 toplanarak
homopolimer bolgesi i¢in daha biiyiik bir sapma miktar1 olusturacaktir. Sonunda olusan
toplam sapma baz sayisinin hatali olarak bir fazla veya bir az olarak belirlenmesine yol
acabilmektedir. Yani mesela 7 adet T’nin tekrar ettigi bir DNA homopolimeri, dizilenme
sonunda hatali olarak 6 T veya 8 T olarak dizilenebilmektedir. Hata oranlar1 homopolimer
uzunlugu disinda kiitiphane hazirlik asamasi, kullanilan polimerazin o6zellikleri,
homopolimerin okumanin neresinde oldugu, okuma derinligi, analiz algoritmalart vb. ¢cok
sayida etkene de baglidir; bu sebeple literatiirde yiizde 1-2 ile yiizde 80-90 gibi ¢cok genis bir
aralikta hata oranlar1 bildirilmistir. Ancak kesin olan 4 ten fazla baz igeren
homopolimerlerde hatali dizileme ihtimali belirgin bir sekilde artmakta ve baz sayisi arttikca
da dramatik olarak daha da artmaktadir (68-71). Gelistirilen 6zel DNA polimerazlar ve
yazilim algoritmalar1 ile homopolimer problemi azaltilmasina ragmen, 6zellikle diisiik
derinlikli ve biiylik hedefli insan klinik genetigi ¢aligmalar1 (tlim ekzom dizileme ve tiim
genom dizileme gibi) yapan arastirmacilarin biiyiikk ¢ogunlugu sirf bu homopolimer

probleminden dolay1 bu teknolojileri tercih etmemektedirler.
SENTEZ ILE SEKANSLAMA

NGS sistemlerinde kullanilan sentez ile sekanslama yonteminin temeli, zincir sonlandiran
ve floresan isaretli, ancak hem zincir sonlandirma 6zelligi hem de floresan 6zelligi kimyasal
olarak geri dondiiriilebilir olan (Ingilizce olarak “Reversible Dye Terminator” olarak
adlandirilir) niikleotid analoglarinin kullanilmasidir. Sanger dizilemede de floresan isaretli
ve zincir sonlandiran niikleotid analoglar1 kullanilir, ancak NGS’de kullanilan molekiillerin
farki geri dondiiriilebilir olmasidir; yani bu niikleotidler degisik kimyasallara maruz
birakilarak hem floresan Ozellikleri hem de zincir sonlandirma ozellikleri ortadan

kaldirilabilmektedir (72).
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Sentez ile sekanslama sirasinda, her bir dongiide ortama DNA polimeraz ve 4 niikleotid
¢esidi icin floresan isaretli zincir sonlandirici niikleotidler iceren reaksiyon karigimi
gonderilir. DNA polimeraz her bir zincire bu niikleotidleren sadece bir tane ekleyebilir.
Reaksiyona girmeyen reaksiyon karisimi ortamdan uzaklastirilir ve floresan tespit yapilir.
Her bir niikleotid ¢esidi ayr1 6zellikte bir floresan molekiil icerdigi i¢in, 4 niikleotidin de
tespiti ayni1 iglemle gergeklestirilir. Daha sonra dizilenecek DNA molekiillerinin bir sonraki
dongiiye hazir hale getirilmesi i¢cin kimyasal olarak niikleotidlerin floresan isaretleri ve zincir
sonlandirma 6zellikleri ortadan kaldirilir. Reaksiyon karisiminin ortama génderilmesi ile bir
sonraki dongii baglar. Bu sekilde her dongiide dizilenecek milyonlarca molekiiliin (Illumina
sistemlerindeki “cluster” yapilarinin) sadece bir niikleotidi dizilenerek, toplam dongii sayis1
tamamlandiginda milyonlarca farkli DNA molekiiliinden gelen belirli uzunlukta bir DNA
dizileme bilgisi elde edilmis olunur (59) (Sekil 2.17.). Her dongiide sadece bir niikleotid

dizilendigi i¢in bu yontemin homopolimer problemi yoktur.

Eklenen floresan isaretli
[ niikleotitin tespit edilmesi

Okuma uzunlugunca déngii

Sekil 2.17. Sentez ile sekanslama (73)

Gilinlimiizde tiretilen toplam NGS verisinin ¢ok biiyiik bir kismi (hatta tamamina yakini) bu
yontem veya bu yontemin modifiye edilmis bir hali kullanilarak elde edilmektedir. Modifiye
edilmis yontemde 4 yerine 2 farkli floresan molekiil kullanilmakta ve 4 niikleotid bu

molekiillerin kombinasyonu ile birbirinden ayristirilmaktadir; mesela T ve C farkli 2 floresan
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molekiil tagirken, A her iki molekiilii de tasimakta, G ise iki molekiilii de tasimamaktadir
(74). 4 yerine 2 farkli floresan kullanmanin en biiylik avantaji, ¢ok daha basit optik yolak ve
tespit sistemlerine sahip cihazlarin iretilebilmesine olanak saglamasidir; bu sayede
giinlimiizde “benchtop” diye isimlendirilen, Real-Time PCR cihazlarinda bile daha diisiik

maliyetli NGS cihazlar {iretilebilmistir.

Geri dondiiriilebilir 6zellikli niikleotid analoglar1 (ve bu dogal olmayan niikleotidlerin
polimerizasyonunu ger¢eklestirebilen tasarlanmis DNA polimerazlar) bu yontemi miimkiin
kilmak ile beraber, ayn1 zamanda teknolojiyi sinirlandiran etken de olmuslardir. Dogal DNA
polimerizasyonunda bulunmayan bu kimyasal siireclerin verimliliklerinin goéreceli olarak
diisiik olmasi sebebi ile olusan hatalar (her dongiide mutlaka olmasit gereken
polimerizasyonun ve floresan 6zellik ve bloklarin kaldirilmasinin gergeklesmemesi veya
fazladan bir baz daha eklenmesi) fazlama olusmasina sebep olmaktadir. Fazlama, dizilenen
klonal molekiillerin bir kisminin 6nden, bir kisminin da arkadan gelmesidir; yani
molekiillerin bir kisminin olmas1 gereken dogru bazdan sinyal verirken, bir kisminin bir
onceki bazdan, bir kisminin da bir sonraki bazdan sinyal vermesidir. Ve hatalar dongiiler
boyunca birikerek arttig1 i¢in belirli bir dongii sonrasinda fazlama o kadar yiiksek hale
gelmektedir ki, hatali baz okumalar1 artmakta, dizileme kalitesi diigmekte ve daha da fazla
dizilemenin bir anlami kalmamaktadir (75, 76). Bu sebep ile bu yontemden elde edilen
okuma uzunluklar1 kisadir; giiniimiizde en uzun okuma uzunluklar yaklasik 300 bp
civarindadir. Aslinda 300 bp bile biraz zorlanmig bir uzunluktur; 200-250 bazdan sonra
okuma kalitesi ¢ok diismektedir. Bu diislis, okuma hatalarinin daha kolay tahammiil
edilebildigi mikrobiyal uygulamalar gibi bazi uygulamalar i¢in biiylik problem tegkil
etmemek ile birlikte; ozellikle diigiik derinlikli ve biiylik hedefli insan klinik genetigi
calismalarinda (tiim ekzom dizileme ve tiim genom dizileme gibi) sikint1 olusturmaktadir.
Bu sebeple giiniimiizde NGS’nin en yaygin yapilma amaci olan insan klinik ¢aligmalarinda
kullanilan, en yaygin dizileme yonteminin, en yaygin okuma uzunlugu sadece 100-150 bp
civarindadir. Sentez ile sekanslamanin ilk gelistirildigi 2000’li yillarda okuma uzunlugu ¢ok
daha kisaydi; en uzun okumalar 30-35 bp civarindaydi. Zaman i¢inde gelistirilen kimyasal
stirecler ile daha verimli reaksiyonlar elde edilerek hatalar azaltildi ve gelistirilen
biyoinformatik analiz algoritmalari ile fazlama miktarlar1 hesaplanarak daha verimli sinyal
diizeltmeleri yapildi; bu sayede 30-35 bp uzunluktan giiniimiizdeki haline gelebildi. Ancak

uzun siiredir sentez ile sekanslamanin okuma uzunluklar1 artmamaktadir; goriiniise gore bu
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teknoloji okuma uzunlugu konusunda limitine ulasmistir ve bu yontem ile daha uzun
okumlar elde edilemeyecek gibi goriinmektedir. Bu dizileme yontemini kullanan yeni
iiretilen cihazlarin tamami okuma uzunluklar1 benzer sekilde kisa olan ancak daha fazla
DNA pargas1 okumak sureti ile daha fazla dizileme verisini daha ucuza iiretmeyi vadeden

cihazlardir; uzun okumalar 3. nesil teknolojilerden gelmektedir (77, 78).

IYON SEKANSLAMA

454 Life Sciences ile ilk NGS sistemini gelistirilen Jonathan Rothberg daha sonra iyon
sekanslama yontemini gelistirmistir. Iyon yari iletken sekanslama olarak da bilinen iyon
sekanslama, DNA sentezi sirasinda DNA polimeraz enziminin niikleotidi, uzayan zincirin
3’ ucuna eklemesi ile ortaya ¢ikan hidrojen iyonu (H") ve pirofosfat molekiiliinden, hidrojen
iyonunun tespiti sayesinde gergeklestirilir (Sekil 2.18.). Ortaya ¢ikan H iyonunun -pH’ta
degisiklige yol actig1 icin- bir pH metre ile gercek zamanli tespit edilebilecegi 1992°den beri
bilinmektedir (79). Ancak bu prensibi kullanarak, yariiletken mikrog¢ip sensorler iizerinde
yiiksek hacimli DNA dizileme yontemi -biraz da gecikmeli olarak- yaklasik 20 yil sonra
gelistirilebilmistir (80).

Iyon sekanslama 151k tespiti disinda baska bir tespit yontemi kullanan ilk DNA dizileme
yontemidir (Sanger ve Maxam-Gilbert dizileme yontemleri de dahil). Isik tespiti (optik
tespit), lretilen NGS cihazlarin1 daha karmasik, hassas, pahali, yavas ve biiyiik boyutlu
yapmaktadir; optik tespitin ortadan kaldirilmasi bir anda bu teknolojiyi rakiplerine gére daha
avantajl hale getirmistir. Elektronik alanindaki mikrogip teknolojisinin zaman igindeki
logaritmik gelisimi ve yayginlig1 da diisiiniilecek olursa, mikrogip bazli bir DNA dizileme
yonteminin avantaji bir kat daha artmaktadir. Ancak bu yontem ile iiretilen teknolojinin -
ayn1 pirosekanslamada oldugu gibi- homopolimer dezavantaj1 vardir; iyon sekanslamadan
daha once gelistirilmis olan pirosekanslamanin homopolimer problemi, biitiin olarak iyon
sekanslama i¢in de gegerlidir. Bu sebeple sentez ile sekanslama yontemi ile rekabetinde geri
kalmistir; her ne kadar glinlimiizde sentez ile sekanslamadan sonra en yaygin kullanilan
ikinci DNA dizileme yaklasimi olsa da sentez ile sekanslama ile karsilastirildiginda ¢ok daha
az yayginlasabilmistir. Ayn1 pirosekenslamada oldugu gibi 6zellikle diisiik derinlikli ve
biiyiik hedefli insan klinik genetigi ¢aligmalar1 (tlim ekzom dizileme ve tiim genom dizileme
gibi) yapan arastirmacilarin biiyiik ¢ogunlugu sirf bu homopolimer probleminden dolay1 bu

teknolojiyi tercih etmemektedirler. En yaygin kullanildig: alanlar, dizileme hatalarinin daha
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iyi tolere edildigi girisimsel olmayan prenatal test (Ing. Noninvasive Prenatal Testing, NIPT)
ve implantasyon 6ncesi genetik andploidi testi (Ing. Pre-Implantation Genetic Testing for
Aneuploidy, PGT-A) gibi etiket bazli ¢alismalardir (81, 82).

Q

Sekil 2.18. Iyon sekanslama (83)

LiGASYON iLE SEKANSLAMA

DNA ligaz enziminin floresan isaretli kisa DNA parcalarint DNA molekiiliine eklemesi ile
yapilan DNA dizileme yontemidir. DNA ligaz enzimleri 6zel kosullarda iki DNA
molekiiliinii birbirine baglayan enzimlerdir. Hiicre i¢inde genellikle DNA rekombinasyonu
ve DNA tamiri iglemlerinde gorev alirlar (84). Ligasyon ile sekanslamada her dongiide bir
veya 2 bazi kodlanmis ve farkli floresan molekiil igeren kisa tek zincir DNA problart ve
DNA ligaz enzimi i¢eren reaksiyon karigimi ortama gonderilir (Sekil 2.19.). Hibridizasyon
ve ligasyon sonrasinda reaksiyona girmeyen reaksiyon karigimi yikanarak uzaklastirilir.
Floresan sinyal tespiti ile kodlanmis olan bir veya iki bazin okumas1 gegeklestirilir. Bir
sonraki dongti i¢in ya floresan sinyal ve ligasyon blogu kaldirilir, veya hibridizasyon primeri
tamamen uzaklastirilarak bir veya iki baz daha uzun primer gonderilerek bir veya iki baz

kayma ile okuma dongiilerine devam edilir (85).

Dezavantajlar1 olan kisa okuma uzunlugu (sadece 35 bp) ve ¢ok uzun olan dizileme
siirelerine ragmen baslarda maliyet agisindan avantajli olan ligasyon ile sekanslama,

piyasada bir miiddet tutunabilmis, ancak hizla gelisen diger teknolojiler karsisinda
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dezavantajli durumu gitgide artinca, piyasada ticari olarak bulunan tek teknoloji olan SOLiD

sekanslama da rekabeti kaybedip 2016°da tiim ticari faaliyetlerini sonlandirmustir (5).

A. Primer (N)

TCCTCATCOATNNNZZZ
TCACCACTACCTACT TTCACCACTAGCCTACT TTCACGACTA

Adaptér l Dizilenen tek zincirli DNA
B.
TECTCATCCATNNN 111—» Floresan tespiti ve kesim
TCACCACTACCTACT TTCACCACTACCTACT TTCACCACTA
* 1 IHI 1
TCCTCOATCOATNNNCANNNGCNNN CNNNC " "NNN"CNNNTGNNN
TCACCACTACCTACT TTCACCACTACCTACT TTCACCACTA
D. Primer (N-1) l

11 11
TGCTGATC NNNCCNNNTGNNNATNNNTGNNNAANNNC " NNN
TCACCACTAGCTACT TTCACCACTAGCTACT TTCACCACTA

Sekil 2.19. Ligasyon ile sekanslama (86)

PHRED KALITE SKORLAMA

Mevcut NGS sistemleri (ve 3. nesil sistemler) yukarida bahsedilenler gibi farkli dizileme
teknolojileri kullandiklari i¢in hata oranlar1 da birbirinden farkli olabilmektedir. Dizileme
yapilirken ayn1 zamanda herhangi bir nokta i¢in okunulan bazin giivenilirligini belirten bir
kalite skoruna ihtiya¢ vardir; ki herhangi bir noktada tespit edilen bir degisikligin ne kadar
giivenilir bir sonu¢ oldugu degerlendirilebilsin. Bu amag i¢in Phred skorlama metodu
gelistirilmistir (87); Phred skorlamada elde edilen sinyal kalitesi ile bir muhtemel hata
ihtimali hesaplanir (P) ve bu ihtimal asagidaki formiil ile Phred kalite skoruna (Q)

dontstiirilir:

Q =-10 logioP
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Formiile gére Phred skorunun 40 olmasi, tahmin edilen hata ihtimalinin 10.000’de 1, 30
olmasi 1.000’de 1, 20 olmas1 100°de 1 ve 10 olmas1 10’da 1 olmasi anlamina gelir. Okuma
yapilan her biz baz ile birlikte o baza ait Phred skoru (Q skoru da denir) olusturulan fastq

dosyasina islenir.

Her ne kadar Q skorlar1 40’1n iizerine ¢ikabilse de glinlimiizde yaygin olarak kullanilan NGS
sistemlerinin hata ihtimallerini belirtmek i¢in 40’1n lizerindeki skorlar (yani 10.000°de 1’den
daha az hata ihtimalleri) biraz fazla kalmaktadir; ¢iinkii genelde hata ihtimalleri genelde
10.000°de 1°den ¢ok daha yiiksektir. Bu sebeple genel kullanilan Q skorlamada maksimum
skor 40 olarak skorlama yapilmaktadir; nadir olarak 40’1n {izerinde olarak hesaplanan skorlar
40’a cekilmektedir. Genel olarak Q skorunun 30-40 arasinda olmasi ¢ok yiiksek kalitede
okuma, 20-30 arasinda olmasi yiiksek kalitede okuma anlamina gelir denilebilir. Q skorunun
10-20 arasinda olmasi kalitenin diisiik olmasina ragmen yine de kullanilabilir oldugu
anlamina gelirken, 10’dan diisiik olmasi durumu ise okumaya kesinlikle giivenilememesi

anlamina gelir.

2.1.2.2.4. YUKSEK HACIMLIi PARALEL DiZILEME

NGS’nin en biiyiik avantaji, goreceli olarak kisa siirede, goreceli olarak ¢ok miktarda veri
tiretebilmesidir. NGS’ye asil giiciinii veren 6zelligi budur da denebilir. Bu sebeple NGS ayni
zamanda “Yiiksek Hacimli Paralel Dizileme” (Ing. Massively Parallel Sequencing) olarak ta
isimlendirilebilmektedir. Paralel dizileme, birden fazla dizilemenin ayni cihazda ve aym
anda beraber olarak yapilmasidir. Paralel dizileme NGS’ye 6zgii bir 6zellik degildir; Sanger
dizilemenin yapildig1 kapiller elektroforez cihazlarinda da paralel dizileme
gerceklestirilebilmektedir. Ancak bu yliksek hacimli degildir; cihazin kapiller sayisina gore
4-48 adet ornek paralel dizilenebilmektedir (teknolojinin ulastig1 son noktada 384 kapillere
sahip cihazlar gelistirilmistir, ancak kullanim zorlugu ve NGS’nin gelistirilmesi sebepleri ile
yayginlagamamistir). NGS cihazlarinda ise yiiksek hacim s6z konusudur, mevcut
cihazlardan en yliksek hacimlisi tek bir seferde 10 milyarlarca DNA parcasini paralel olarak
dizileyebilmektedir (en diisiik kapasiteli NGS cihazlarinda bile bu sayr milyonlar
seviyesindedir).
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AKIS HUCRESI

NGS sistemlerine yliksek hacimli paralel dizileme o6zelligini kazandiran, dizilemenin
gerceklestirildigi akis hiicresi (Ing. flow cell) yapilaridir; akis hiicreleri biitin NGS
sistemlerinde bulunurlar. Akis hiicreleri, klonal olarak amplifiye edilmig DNA pargalarindan
kiigiik (maksimum birka¢ cm?) ama ¢ok yogun (yaklasik birka¢ milyon adet / mm?) bir dizin
olusturan ve iki ucundaki kiiciik acikliktan faydalanarak olusturulabilen tek yonlii akis
sayesinde igerisine istenilen sivi karisiminin gonderilmesine izin veren kapali bir odacik
veya odaciklari igeren, yaklasik 5-15 cm uzunlugunda yapilardir. Iki ucunda delik olan ici
bos bir cam gibi basit bir yapida da olabilirken, iyon sekanslamada gereken mikrogip tespiti
icin gerekli bazi elektronik birlesenleri de iceren daha karmasik yapilar da olabilmektedirler.
Sekil 2.20.’de degisik NGS cihazlar1 i¢in liretilmis, cihazlara 6zel 6rnek akis hiicreleri

goriilebilir.

Sekil 2.20. Degisik akis hiicreleri

Akis hiicrelerinin ¢ok bliylik bir kismi, olusturulan klonal amplifiye edilmis DNA
parcalarinin yerlestirilecegi veya olusturulacagi mikrometre boyutundaki bosluklarin
diizenli bir sekilde dnceden olusturuldugu oriintiilii (Ing. patterned) akis hiicreleridir (Sekil
2.21.); ancak bazi sistemlere dzgii oriintiisiiz akis hiicreleri de vardir. Oriintiisiiz akis
hiicrelerinde klonal amplifiye edilmis DNA, akis hiicresi igerisine rastgele dagilir; tespit

esnasinda akis hiicresi iizerindeki koordinatlar1 belirlenerek analiz edilebilir.
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Sekil 2.21. Oriintiilii akis hiicresi SEM goriintiisii (88)

2.1.2.2.5. ELDE EDILEN KISA OKUMALARIN BiRLESTiRILMESI

NGS sistemlerinde genelde birkag yiiz bp’lik kesintisiz okumalar elde edilir (en yaygin
olarak kullanilan cihazlarda yaklasik 100-200 bp arasinda). Bu okumalar Sanger dizilemeye
gore biraz kisadir; Sanger dizileme ile 1 Kbp’den biraz daha fazla kesintisiz okuma elde
etmek miimkiindiir. Elde edilen dizilemeler hem kii¢iik hem de ayn1 zamanda rastgele oldugu
icin bir yazilim tarafindan ortak yerlerinden birlestirilerek uzun dizilerin olusturulmasi

gerekmektedir.
NGS ile ilgili su sekilde bir analoji kurulabilir:

SORU: Elimizde ¢ok biiyiik bir fotograf var, mesela bir kenar1 2 m olan bir kare seklinde.

Elimizde bulunan kii¢iik bir tarayici ile bu fotografi nasil tarayabiliriz?

COZUM: Fotografi tek seferde tarayictya sigdirip tarayamayacagimiza gore, fotografi
tarayiciya sigacak boyutlarda, ¢cok sayida kiigiik parcaya bdleriz (bu 6rnek icin birkag yiiz

parca), her parcay1 ayr1 ayri tarariz, sonra bir resim diizenleme yazilimi yardimi ile elde
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ettigimiz kiiciik pargalar1 bir “puzzle”’ 1n pargalarini birlestiriyor gibi birlestirerek resmin

tamamini elde ederiz.

NGS’nin mantig1 bu 6rnege ¢ok benzemektedir; kesintisiz olarak dizileyemedigimiz uzun
bir DNA pargasini dizileyebilecegimiz boyutlarda kiiclik pargalara boliip, parcalar ayr1 ayri

dizileyip, daha sonra bir yazilim yardimi ile dizlenen parcalar1 birlestirmek.

Elde edilen kisa okumalarin birlestirilme asamasinda iki farkli yaklasim s6z konusudur:
sayet dizilenen bolge icin herhangi bir kalip bilgisi mevcut ise, diziler bu kalip dizi lizerine
hizalanabilir (Ing. alignment); sayet dizilenen bolge icin herhangi bir kalip bilgisi mevcut
degil ise veya kullanilmak istenmiyorsa, diziler kalip bilgisi olmadan da birlestirilebilir (Ing.
assembly veya denovo assembly). Bu amaglar igin gelistirilmis, farkli 6zelliklere sahip

yazilimlar ve biyoinformatik algoritmalar mevcuttur.

Kalip bilgisi olmayan DNA’nin dizilenmesi i¢in yeni dizileme (Ing. denovo sequencing),
kalip bilgisi olan DNA’nin dizilenmesi igin ise yeniden dizileme (Ing. resequencing)

terimleri kullanilir.

HIiZALAMA

Ingilizce “alignment” olarak adlandirilir. Elde edilen dizilerin, kalip bir dizi iizerine en
uygun olarak yerlestigi yerin bulunarak o noktalara hizalanmasidir. Degisik amagclar i¢in
degisik algoritmalar ve algoritmalara ait degisik ayarlar kullanilabilmektedir. En yaygin
olarak kullanilan hizalama araglari BWA (Burrows-Wheeler Aligner) ve Bowtie 2
araclaridir (89, 90).

IGV

IGV, veya Integrative Genomics Viewer, Broad Institute tarafindan, bityiik boyutlu genomik
veri dosyalarinin standart masaiistii bilgisayarlarda da goriintiilenmesinin saglanmasi
amaciyla gelistirilmis bir yazilimdir (91). Tamamen iicretsiz ve agik kaynak bir yazilim
oldugu i¢in zaman i¢inde hem arastirmacilar arasinda ¢ok popiiler bir yazilim haline gelmis,
hem de agik kaynak olmasi sebebi ile diinyanin bir¢ok yerinden arastirmacilarin katkisi ile
iyilestirilmis ve halen iyilestirilmeye devam etmektedir (92). Hizalama sonrasi olusturulan

hizalama dosyalar1 (sam, bam veya cram dosyalari) ile birlikte ¢cok sayida baska dosya
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formati, IGV sayesinde cok kolay ve iicretsiz bir sekilde goriintiilenebilmektedir (Sekil
2.22.).
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Sekil 2.22. IGV yaziliminda bam dosyalarinin goriintiilenmesi

BIiRLESTIRME

Ingilizce “assembly” olarak adlandirilir. Elde edilen dizilerin, herhangi bir kalip dizi bilgisi
bulunmadan, sadece ortak dizileri yardimu ile birlestirilerek daha biiyiik kesintisiz dizilelerin
olusturulmasidir. Degisik veri setlerinde, degisik amaclar i¢in kullanilmak iizere ¢ok sayida

acik kaynak ve ticari birlestirme aract bulunmaktadir (93).

Birlestirme sonucunda olusturulan kesintisiz dizilere Ingilizce bitisik anlamma gelen
“contiguous” kelimesinden tiiretilmis kontig (Ing. contig) ad1 verilir. Kontiglerin kesintili
olarak birlestirilmis (iki kontig arasindaki boslugun uzunlugunun yaklasik olarak bilindigi)

hallerine de Ingilizce “scaffold” ad1 verilmektedir.

2.1.2.2.6. YENI NESIiL DNA DiZILEMENIN AVANTAJLARI

NGS’nin en biiyiik avantaji, yliksek hacimli paralel dizileme 6zelligi sebebi ile yiliksek
miktardaki dizileme bilgisini, hizli ve diisiikk maliyet ile tiretebilmesidir (94). Bu da 6zellikle

yiiksek veri gereksinimi duyan uygulama alanlart i¢in ¢ok biiylik bir avantajdir; Sanger
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dizileme ile sadece bir hayal olan uygulamalar1 giiniimiizde miimkiin hale getirmistir.
2000’1i yillarin baginda tamamlanan ve tamami Sanger dizileme ile yapilan insan Genom
Projesi, 10 yildan fazla siirmiis ve yaklasik olarak 2,7 milyar dolara mal olmustu (95). Insan
Genom Projesi’nde yapilan sey i¢in sadece bir bireyin genomunun dizilenmesi diyebiliriz.
Uzerinden gecen yaklasik 20 yildan sonra, giiniimiizde bir insanin genomunun dizilenmesi
10 yildan fazla siireden birka¢ giine, milyarlarca dolardan da birkag yiiz dolara diismiistiir.
Bu muazzam diisiisii NGS teknolojilerinim gelistirilmesine borg¢luyuz. Kisacas1t NGS’nin
diisiik maliyetli dizileme verisi iiretebilmesi genetik alaninda yeni bir ¢agin baslangici

olmustur denebilir.

NGS ayn1 zamanda klonal amplifikasyon 6zelligi sayesinde Sanger dizilemeye gore ¢ok
daha hassastir (96). Sanger dizileme ile ayrica klonlama yaparak gergeklestirilebilecek
caligmalar, NGS ile klonlama gereksinimi olmadan yapilabilmektedir. Bu da yiiksek
hassasiyet gerektiren ¢alismalar i¢in fazladan kolaylik ve maliyet diisiisiinii beraberinde

getirmektedir.

2.1.2.2.7. YENI NESIL DNA DiZiLEMENIN DEZAVANTAJLARI

NGS’nin yiiksek miktarda veri iliretme kapasitesi, bazi durumlarda dezavantaj haline
gelebilmektedir. NGS yiliksek miktardaki dizileme bilgisini, hizli ve diisiik maliyet ile
iiretebilmektedir ancak ¢alisma basina maliyet ¢ok daha yiiksektir ve her bir ¢calisma daha
uzun siirede tamamlanmaktadir. Calismada elde edilecek verinin -paralel dizileme mantigi
ile- tek seferde tamami elde edilmek zorundadir, parga parga elde edilemez. Bu sebeplerden
dolay1 kiiciik projelerde ve hizli sonug alinmasi gerektigi durumlarda Sanger dizileme daha

avantajli hale gelebilmektedir.

Son birkag seneye kadar NGS cihazlariin maliyetlerinin, Sanger cihazlarina gére daha
pahali olmas1 NGS i¢in bir dezavantaj teskil ediyordu; ancak son yillarda iiretilen daha diisiik
kapasiteli “benchtop” NGS cihazlari sayesinde giiniimiizde kii¢iik laboratuvarlar da Sanger
cihazlarina gore ¢cok daha uygun fiyatlara NGS cihazlarini alabilmektedirler. Boylece cihaz

yatirim maliyeti, NGS i¢in bir dezavantaj olmaktan ¢ikmuistir.

NGS’nin Sanger dizilemeye olan bir dezavantaji da enformatige olan ihtiyacinin daha

yiiksek olmasidir. Ozellikle daha yiiksek kapasiteli NGS cihazlarina sahip olan
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laboratuvarlarin, yiiksek veri ¢iktist sebebi ile hem islem ve depolama giicli daha yiiksek
bilgisayarlara, hem de veriyi bu bilgisayarlarda isleyebilecek deneyimli biyoinformatik

uzmanlarina ihtiyag¢lari vardir.

NGS’nin bir diger dezavantaj1 da standart olmamasidir. Sanger dizileme ¢ok standart bir
yontemdir, kullanilan kit ve cihazlarda ufak farkliliklar olsa da temel yontem aynidir;
diinyanin diger ucunda bir arastirmacinin sadece yaptigr calismada Sanger dizilemeyi
kullandigini sdylemesi bile, diinyanin diger ucundaki arastirmacinin yapilan ¢alismayi -ufak
detaylar hari¢- anlamasi icin yeterlidir. Ancak NGS’de boyle degildir; ¢cok sayida farkl
prensiplere ve avantaj/dezavantajlara sahip olan cihazlar, kitler, analiz algoritmalari,
yazilimlar vb. vardir (34). NGS’nin Sanger dizilemeye gore ¢ok biiyiikk avantajlarinin
olmasina ragmen, ¢cogu arastirmacinin Sanger dizilemeyi halen DNA dizilemenin “altin
standard1” olarak gérmesinin sebebi de Sanger in “altin” olma 6zelliginden ziyade “standart”
olma ozelliginden gelmektedir ve bu konuda haksiz da degillerdir. Yine de “altin standart”
olarak nitelendirilme 6zelligi, yapilan birtakim ¢aligmalarin 1g18inda zaman igerisinde yavas
yavag Sanger dizilemeden NGS’ye dogru kaymis ve halen kaymaya devam etmektedir (97-
99).

2.1.2.3. 3. NESIL DIiZILEME

3. nesil dizileme teknolojileri, NGS teknolojilerinden daha sonra gelistirilen ve bazi
ozellikleri ile NGS’den ayrilan DNA dizileme teknolojileridir. Bu teknolojilerde bulunmasi

gereken/beklenen 6zellikler su sekilde 6zetlenebilir (100-104):

e Amplifikasyon olmadan tek molekiilden dizileme yapilmasi

e Niikleotid analoglarinin kullanilmamasi

e Polimeraz, ligaz vb. DNA’y1 modifiye eden enzimlerin kullanilmamasi
e Gergek zamanl dizileme ve analiz yapilmas1 (dongii bazli olmamast)

e Uzun okuma yapabilmesi

e Diisiik hata oranina sahip olmasi

e Hizli olmasi

e Epigenetik modifikasyonlarin tespit edilebilmesi

e AT-GC sapmasinin olmamasi

e Yiksek miktarda dizileme verisinin diisiik maliyetli iiretilebilmesi
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Gilintimiizde bu 6zelliklerin tamamina sahip olan bir teknoloji bulunmamaktadir; 3. nesil
oldugu one siiriilen mevcut teknolojilerin tamami bunlarin sadece bir kismina sahiptir. “Bu
Ozelliklerden hangilerine sahip olan 3. nesil olarak kabul edilebilir?” sorusunun cevabi
hakkinda akademik g¢evrelerde bir uzlasma da yoktur; bazi sistemler bazi bilim insanlari
tarafindan 3. nesil olarak nitelendirilirken ayni1 sistemler bazi bilim insanlarinca NGS olarak
nitelendirilmektedir. Hatta bu 6zelliklerden bazilarina sahip sistemler i¢in 3. nesil, daha
fazlasina sahip olanlar i¢in 4. nesil tanimlamasi yapanlar da vardir. 3. nesil algis1 zaman
icinde de degismis gibi goriinmektedir; su an herkes tarafindan NGS olarak kabul edilen bazi
teknolojiler ilk c¢iktiklari zaman bazi bilim insanlar1 tarafindan 3. nesil olarak ta
nitelendirilebilmistir. Kisacas1 3. nesil DNA dizileme teknolojileri hakkinda tam bir uzlagsma

yoktur; kisisel ve donemsel yorumlara gore degisik gostermektedir.

3. nesil DNA dizileme teknolojilerinin bir avantaji da epigenetik modifikasyonlarin en
onemlisi olan DNA metilasyonunu, bisiilfit ¢evrimine ihtiya¢ duymadan direkt dizileme

esnasinda tespit edebilmesidir (105).

Giintimiizde genel olarak 3. nesil olarak kabul goren iki teknoloji vardir: Pacific Bioscience
firmasinin SMRT (Single Molecule Real Time) sekanslama teknolojisi ve Oxford Nanopore

firmasinin nanopor sekanslama teknolojisi.

2.1.2.3.1. SMRT SEKANSLAMA

SMRT, Ingilizce “Ger¢ek Zamanli Tek Molekiil” anlamina gelen “Single Molecule Real
Time” ifadesinin bas harflerinden olusur. Bu teknolojide adaptorler takilan, tek zincire
indirgenen ve halka yapis1 kazandirilan tek DNA molekiilleri iizerinden, yaklagik 70 nm
capinda ve 100 nm derinligindeki kuyucuklar igerisinde ve kuyular igine sabitlenmis olan
tek bir DNA polimeraz enzimi molekiilii sayesinde DNA polimerizasyonu gerceklestirilir.
Kullanilan 6zel tasarlanmis ve her bir niikleotid i¢in farkli bir floresan molekiil igeren
niikleotid analoglari, uzayan zincire eklendikge floresan molekiillerini birakirlar ve floresan
1s1malara sebep olurlar. Bu 1simalarin 6zel bir kamera sistemi ile ger¢ek zamanl takibi ile

de dizileme gerceklestirilmis olunur (106) (Sekil 2.23.).
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Sekil 2.23. SMRT sekanslama (107)

SMRT sekanslamanin en 6nemli 6zelliklerinden biri klasik bir NGS sistemine gore cok daha
uzun okumalar yapabilmesidir; ortalama okuma uzunlugu 10-25 Kbp, maksimum okuma
uzunlugu ize 175 Kbp’ye kadar c¢ikabilmektedir. Bunu, tek molekiilden ve dongii bazl
olmadan dizileme yapmasina bor¢ludur (fazlama problemi yok). Bu uzunluklar ortalama 150
bp civarinda okuma uzunlugu olan NGS sistemlerine gore inanilmaz bir uzunluktur; genom
boyutunda kisa okumalar ile ¢o6ziilmesi miimkiin olmayan bir¢ok sorun bu sekilde
coziilebilmektedir (insan genomunu telomerden telomere kesintisiz dizileyebilmek gibi).
Dezavantaji ise hata oraninin yiiksek olmasi (yaklasik %10) ve baz basmna dizileme
maliyetinin yiiksek olmasidir. Yiiksek hata orani problemi, halkasal olan DNA’nin
dondiirtilerek tek seferde birden fazla dizlenmesi ile ortadan kaldirilabilmektedir; bu sekilde
hata orant %1’in altina diiserek rakip NGS sistemleri ile benzer diizeye inmektedir (bu
durumda okuma uzunluklar1 kisalmakta ve 10-20 Kbp’ye diismektedir, ama bu biiyiik bir
dezavantaj sayilmaz, ¢iinkii 10-20 Kbp’de gayet uzun bir okumadir). Bu sebeple bu
teknolojinin en biiylik dezavantaji1 dizileme maliyetidir; baz basina dizileme maliyeti rakip

NGS sistemlerine gore 3-5 kat daha fazladir.
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SMRT sekanslama yukarida belirtilen 3. nesil dizileme teknolojilerinin 6zelliklerinden

e Amplifikasyon olmadan tek molekiilden dizileme yapilmasi

e Gergek zamanl dizileme ve analiz yapilmasi (dongii bazli olmamasi)
e Uzun okuma yapilabilmesi

e Hizli olmasi

e Epigenetik modifikasyonlarin tespit edilebilmesi
Ozelliklerine uyarken,

e Niikleotid analoglarinin kullanilmamasi
e Polimeraz, ligaz vb. DNA’y1 modifiye eden enzimlerin kullanilmamasi
e Yiiksek miktarda dizileme verisinin diisiik maliyetli iiretilebilmesi

e AT-GC sapmasinin olmamasi

Ozelliklerine uymamaktadir. Diisiik hata oranina sahip olmasi 6zelligine de kismi olarak

uydugu sdylenebilir.
2.1.2.3.2. NANOPOR SEKANSLAMA

Nanopor sekanslama, DNA’nin bir membran {izerine sabitlenmis biyolojik veya kimyasal
bir nanopor igerisinden gegirilerek, gecirilme esnasinda olusan fiziksek degisikliklerin
gercek zamanl tespiti ile gergeklestirilen DNA dizilemedir. Teorik temelleri 1990’11 yillarin
basinda atilmis, ilk deneysel calismalart 1990’11 yillarin ortalarinda baslamig, 2000’1
yillarda iyice gelistirilerek 2010’Iu yillarin basinda bir firma tarafindan ticari bir iirline

dontisebilmistir (108-110).

Nanopor sekanslamanin ticari bir iiriin olarak piyasaya ¢ikmasi ve ¢ok sayida bagka firmanin
nanopor bazli baska teknolojiler iizerine calismaya ve yol almaya baslamasi, 3. nesil
dizilmenin geleceginin nanopor iizerine oldugu ve kisa siirede piyasaya cikacak ve
gelistirilecek baska nanopor teknolojileri ile birlikte kisa siirede nanopor sekanslamanin
piyasaya hiitkmedecegi, NGS sistemlerinin yerini alacagi (aynen NGS’in Sanger dizilemeye
yaptg1 gibi) seklinde bir beklenti olusmustur. Ancak iizerinden gecen yaklasik 10 yila
ragmen ne ticari liriine doniisebilen baska bir nanopor teknolojisi/firmasi ¢ikabilmis, ne de

mevcut teknoloji gerektigi kadar gelistirilebilmistir (NGS’nin ilk ¢iktig1 2005 yilindan 2015
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yilina kadar 10 y1l icinde ne kadar biiyiik bir ilerleme kaydettigi diisliniilecek olursa, nanopor

teknolojisi i¢in 10 yilda neredeyse hi¢ gelismemis bile denilebilir).

Mevcut nanopor sekanslama teknolojisinde nanoporlardan gegen tek zincir DNA, nanopor
icindeki iyon akisin1 yavaglatir. Bazlarin 3 boyutlu yapilar birbirinden farkli oldugu igin,
farkli bazlar iyon akisini farkl: bir sekilde etkiler. Her bir nanopordaki iyon akiginin gergek
zamanli olarak goriintiillenmesi sonucunda herhangi bir nanopordan gecen tek DNA

molekiiliiniin dizilimi gergek zamanli olarak ortaya ¢ikartilmis olunur (111) (Sekil 2.24.).
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Sekil 2.24. Nanopor sekanslama (112)
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Bu teknolojinin giintimiizdeki en biiylik dezavantaji ¢ok yiiksek olan hata oranidir; hata orani
%10 civarindadir (113). Bu da klinik insan genetigi amagli kullanimini neredeyse imkansiz

hale getirmektedir. Mevcut NGS sistemlerinde bu oran %1’in altindadir (114).
Nanopor sekanslama yukarida belirtilen 3. nesil dizileme teknolojilerinin 6zelliklerinden

e Amplifikasyon olmadan tek molekiilden dizileme yapilmasi

e Gergek zamanl dizileme ve analiz yapilmasi (dongii bazli olmamasi)

e Uzun okuma yapilabilmesi

e Hizli olmasi

e Epigenetik modifikasyonlarin tespit edilebilmesi

e Niikleotid analoglarinin kullanilmamast

e Polimeraz, ligaz vb. DNA’y1 modifiye eden enzimlerin kullanilmamasi

e AT-GC sapmasinin olmamast
ozelliklerine uyarken,

e Yiiksek miktarda dizileme verisinin diisiik maliyetli iiretilebilmesi

e Diisiik hata oranina sahip olmasi

ozelliklerine uymamaktadir. Goriilecegi ilizere nanopor sekanslama, SMRT sekanslamaya
gore daha fazla 3. nesil dizileme 6zelligine sahiptir. Bu fark sebebi ile bazi aragtirmacilar
tarafindan giiniimiizdeki tek 3. nesil dizileme teknolojisi, baz1 aragtirmacilar tarafindan da 4.

nesil dizileme teknolojisi olarak tanimlanmaktadir.
2.1.3. FAZLI DiZILEME YAKLASIMLARI

Fazli dizileme, poliploid genoma sahip organizmalardan elde edilen DNA dizileme
verisinden elde edilen birden fazla varyasyonun aynt DNA zinciri tizerinde olup olmadiginin
tespit edildigi DNA dizileme yaklagimidir (115). Insan gibi diploid bir organizmada genler
cok biiyiik oranda ciftler halinde bulunur; her bir ebeveynden alinan homolog kromozomlar
tizerinde ayni1 lokusta bulunan ayn1 genin birer kopyasi seklinde. DNA dizileme sirasinda bu
iki kopya gen (veya homolog kromozomlarin ayni lokuslari) beraber dizilenir. Dizilenen
bolgede sayet birden fazla heterozigot varyasyon tespit edilirse, bu varyasyonlarin aynt DNA

zinciri lzerinde mi, farkli DNA zincirleri lizerinde mi oldugu; diger bir tabir ile aym
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ebeveynden mi, farkli ebeveynlerden mi geldikleri bilgisi cogu durumda ¢ok 6nemli bir
bilgidir. Bu bilgiyi de igeren DNA dizilemeye fazli dizileme denir (115). Kisacas1 fazli
dizilemede homolog kromozomlar {izerindeki diziler beraber degil, ayr1 ayr1 okunur (Sekil

2.25.).

Sanger dizileme yonteminde, tek molekiil dizileme gergeklestirilmedigi i¢in dizileme verisi
icinden fazlama yapmak miimkiin degildir; fazlama ancak bireyin genetik materyalini aldig1
ebeveynleri de dizilenerek (116) veya dizilenecek bolgeye ait alleller klonlama ile
birbirinden ayrilarak yapilabilir (115). NGS’de ise, tek molekiil dizilendigi i¢in fazli
dizileme yapmak miimkiindiir ancak okuma uzunlugu ile sinirlidir; okuma uzunlugu kisa
olan teknolojiler i¢in bu kisitlayict bir durumdur (117). Bu kisitlamayr agmak igin degisik
yaklasimlar gelistirilmistir. Bunlardan birsi mate-pair kiitiiphaneler kullanmaktir. Mate-pair
kiitiiphanelerde 6rnek hazirlama asamasinda birkag kilobazdan olusan DNA parg¢alarinin iki
ucu birlestirilerek, birbirinde belirli bir uzakliktaki iki bolgeden okuma elde edilir; boylece
fazlama i¢in daha uzak bolgelerdeki varyasyonlar da kullanilabilir hale getirilmis olunur
(118). Bu sekilde hazirlanan kiitiiphaneler ayni zamanda birlestirme ile analiz edilecek
dizileme verisinde, dizilenen bolgedeki tekrar bolgeleri gibi problemli bolgelerin daha iyi
¢oziimlenmesinde de yardimci olur (118). Bir diger yaklasim ise dizilenecek DNA
molekiiliine dizisi bilinen DNA pargalarinin (etiketlerin) rastgele eklenmesidir. Bu sekilde
hazirlanan kiitiiphanelerde etiketler yazilim tarafindan taninarak hem analiz sirasinda dizi
icerisinden ¢ikartilir, hem de elde edilen okumanin hangi DNA klonundan geldigi

belirlenerek fazlama yapilabilir (119).

. Allel 1'e ait okumalar Allel 2'ye ait okumalar

Fazli olmayan dizileme sonucunda elde edilen DNA dizisi

Fazli dizileme sonucunda elde edilen DNA dizisi

Sekil 2.25. Fazl dizileme (120)
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2.1.4. DNA DIiZILEME iLE NADIiR VARYANTLARIN TESPIiTi

Derin dizileme, veya daha dogru tabir ile derin DNA dizileme, NGS yonteminin klonal
amplifikasyon 6zelligi sayesinde, belirli bir DNA parcasi tizerinden tek seferde ¢ok sayida
klonal DNA dizileme verisi alinarak, o bdlgenin ¢ok daha hassas dizilendigi NGS
yaklasimidir (49, 121, 122).

2.1.4.1. DERIN DIiZILEME

Okuma derinligi (Ing. depth of sequence), NGS teknolojilerinin klonal amplifikasyon
ozelliginden kaynaklanan, hassasiyeti arttiran ve Sanger yonteminde uygulamasi olmayan
bir 6zelligidir. Okuma derinligi, verinin hizalama veya birlestirme sonrasinda, herhangi bir
noktasi i¢in kag farklt DNA parcasinda ayr1 ayr1 okundugudur. Derinlik kavraminin disinda
bir de kapsam (ing. coverage) kavrami vardir. Derinlik ve kapsam birbirine yakin kavramlar
olsalar ve birgok durumda birbirlerinin yerine kullanilabiliyor olsalar da tamamen aymn
degillerdir; kapsam tek bir noktada ziyade bir bolge i¢in kullanilir ve o bolgedeki ortalama
derinligi ifade eder (49, 123). Insan gibi diploid bir organizmanin dizilenmesinde herhangi
bir nokta icin 20 veya daha biiyliik bir okuma derinligi, kalitsal varyasyonlarin ve
zigozitelerinin tespiti i¢in ¢ogu durumda yeterlidir (123). Hatta diisiik dongii sayili PCR
iceren Ornek hazirlama prosediirleri ile yapilan c¢aligmalar i¢in, 10-12 civarinda okuma
derinlikleri bile duruma gore kabul edilebilir seviyelerdedir (124). Herhangi bir nokta i¢in
okuma derinligi ne kadar fazla ise, elde edilen sonug¢ o nokta i¢in o kadar fazla giivenilirdir
denilebilir. Ancak belirli bir derinlikten sonra okuma derinligini daha da arttirmak
giivenilirligi daha da arttirmaz; ¢iinkii sonug zaten gereginden ¢ok daha fazla giivenilirdir.
Bu tip durumlarda okuma derinligini arttirmak ise hassasiyeti arttirarak, somatik
varyasyonlar gibi dizilenen Ornek icerisinde daha nadir bulunabilecek varyasyonlarin
tespitinde kullanilabilir (125). Bu sekilde derinligin normal ihtiyacin tizerinde arttirilarak,
nadir varyasyonlarin tespiti i¢in daha hassas bir dizileme yapilmasina derin dizileme denir.
Ayni zamanda okuma derinliginin bunun da iizerine ¢ikarilmasina ultra-derin dizileme de
denilebilmektedir. Her ne kadar kesin bir tanimi olmasa da kabaca okuma derinliginin
100’1in tizerinde oldugu dizilemeler i¢in derin dizileme, okuma derinliginin 1000’in iizerinde

oldugu dizilemeler icin de ultra-derin dizileme denilebilir (49).
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2.2. HAVUZLAMA YAKLASIMI

Havuzlama, 6rnek havuzlama veya havuz testi, birden fazla 6rnegin birlestirilerek tek bir
ornekmis gibi test edilmesi yaklasimina verilen genel bir isimdir. Ozellikle mikrobiyal
testlerde, patojen tespit alaninda siklikla kullanilmaktadir. Dogru kullanildigi zaman hem
test maliyetlerini hem de test siirelerini belirgin bir sekilde diislirebilmektedir. Tarihsel
olarak ilk defa 1943 yilinda 2. Diinya Savasi’na katilan Amerikan askerlerinde frengi

taramasinda kullanilmistir (126).

Havuzlama yaklasimimin basarili bir sekilde kullanilabilmesi ic¢in iki 6énemli durumun
mevcut olmasi gerekmektedir; birincisi kullanilan testin, 6rnekler birlestirildikten sonra dahi
verimli bir sekilde tespit yapabilmesi i¢in hassas bir test olmasi1 gerekmektedir; ikincisi ise
aranilan parametrenin aranilan grup i¢inde nadir bulunuyor olmasi gerekmektedir (127).
Havuzlama yaklasiminda orneklerin testin hassasiyeti ve beklenen pozitiflik orani
gozetilerek, belirli sayilarda birlestirilmesi ile 6rnek havuzlari olusturulur, havuzlar aranan
parametre agisindan test edilir, negatif ¢ikan havuzlarin i¢indeki tiim 6rneklerin negatif
oldugu kabul edilir, pozitif ¢ikan havuzlarin i¢indeki 6rnekler ise teker teker test edilerek
pozitif olan drnek ya da 6rnekler tespit edilir (126). Havuzlar ne kadar ¢ok 6rnekten olusursa,
havuzlamanin getirdigi avantajlar o kadar fazla olur. Ancak havuzlari olusturacak 6rnek
sayisinin bir sinir1 vardir, birlestirilen 6rnek sayisi testin hassasiyetini etkileyecek ve yanlis
negatif sonug verebilecek kadar cok olmamasi gerekmektedir. Kullanilan test ¢ok hassas olsa
ve hassasiyet kaynakli pratikte bir sinir olmasa bile, havuzlar1 olusturacak 6rnek sayisinin
beklenen pozitiflik oranina gore ayarlanmasi gerekir; sayet havuzlarin icerisindeki 6rnek
say1s1 ¢cok fazla tutulursa bu sefer de havuzlarin tamamina veya biiyiik kismina pozitif 6rnek
diisecegi i¢in, havuzlama avantaji degil tam tersine dezavantaji hale gelmis olacaktir (128).
Kisacas1 havuzlama, ¢ok sayida Ornegin toplu halde negatif olarak degerlendirilmesi
sonucunda yapilan toplam test sayisinin, bunun sonucunda da toplam maliyet ve test

slirelerinin azaltilmasi prensibine dayanmaktadir (126).
2.2.1. DNA DIiZILEME VE HAVUZLAMA YAKLASIMI

Havuzlama teknigini kullanarak yapilan DNA analizi, 1990’11 yillarda nakil i¢in toplanan
kanlardaki enfeksiyon ajanlarimin kolay ve uygun maliyetler ile taranmasi ile rutin olarak

kullanilmaya baslanmistir (129, 130). Havuzlama yaklasimmin DNA dizilemede ilk
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kullanimi ise 2000 yilinda yayinlanan bir mini-dizileme ¢alismasidir; bu calisma ile ATP7B
geninde tanimlanmis 10 patojenik mutasyonun toplumdaki frekanslari, 2640 Ornegin
havuzlama ile analiz edilmesi ile belirlenmeye c¢alisilmistir (131). NGS teknolojilerinin
yayginlagmasi ile birlikte 2009 yilindan sonra konu ile ilgili yaymlar ¢ikmaya baslamistir.
Gliniimiize kadar 30°dan fazla yayimn ¢ikmistir. Bunlarin bir kismi havuzlama yaklasiminda
havuzlarin olusturulmast veya elde edilen verini analizi ile ilgili matematiksel veya
bilgisayar modelleme {iizerine yapilmis biyoinformatik calismalardir (132-143). Aymi
zamanda gergek veri tlizerinden yapilmis biyoinformatik odakli ¢alismalar da vardir (144-
146). Literatiir de bir tane de havuzlanmig 6rneklerden varyant tespiti i¢in gelistirilmis bir
yazilima ait yayin da bulunmaktadir (147). Havuzlanmis 6rneklerden tiretilmis ger¢ek NGS
verisi lizerinden varyasyon tespiti amagli ¢aligmalarin yaklasik yarisi ise varyasyon kesfi
amagh olup, varyasyonlarin bireyde verimli bir sekilde tespiti amacgli genotipleme
caligmalar1 degildir (148-158). Literatiirde karsilasilan genotipleme amagli ¢aligmalar da
vardir, ancak bunlarin tamami 5-20’li havuzlama gibi goreceli olarak giivenli havuzlar
tizerinde ve bilinmeyen 6rneklerden yapilmis genotipleme ¢aligmalaridir (131, 159-167). Bu
caligmalar i¢inde 2 tanesi 2 boyutlu havuzlama teknigini kullanan ¢alismalardir (161, 162).
Daha 6nce genotiplenmis 6rnekler ile yapilmis validasyon ¢alismasina ise literatiirde sadece
1 tane rastlanmistir, o da tek boyutlu ve tek bir havuz ¢esidi i¢eren ve sadece 20 drnekten

olusan bir ¢alismadir (168).

Tezin validasyon kismu, literatiirde 2 ve 3 boyutlu havuzlama yaklagiminin genotipi bilinen
cok sayida ornek lizerinden ve farkli sayilarda ornekten olusan havuzlardan ayni calisma

icinde denendigi ilk calisma olacaktir.
2.2.2. COKBOYUTLU HAVUZLAMA YAKLASIMI

Kullanilan havuzlama yaklasimlart ¢ogunlukla tek boyutludur, yani O6rnekler gruplara
ayrilarak karistirilip havuzlari olustururlar. Bu durumda pozitif 6rneklerin belirlenebilmesi
i¢in pozitif ¢ikan havuzlarin tamamindaki 6rneklerin teker teker calisima zorunlulugu vardir
(Sekil 2.26.). Ancak ¢ok boyutlu havuzlama yapmak ta miimkiindiir. Mesela 2 boyutlu
havuzlamada 6rnekler 2 boyutlu bir dizin olusturacak sekilde dizilir ve X ve Y olmak {izere
2 boyutta havuzlama yapilir. Bunun sonucunda her 6rnek tek boyutta oldugu gibi bir havuz

icerisinde degil, biri X ve bir1 Y boyutlarinda olmak {izere iki adet havuz icerisinde temsil
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edilir. Veya ayni sekilde 3 boyutlu havuzlama yaklasiminda 6rnekler X, Y ve Z boyutlarinda
olmak iizere li¢ havuz i¢inde temsil edilirler (169). Cok boyutlu havuzlamada pozitif ¢ikan
havuzlar pozitif 6rneklerin “koordinatlarini” belirtecegi icin, sadece kesisim noktalarindaki

orneklerin dogrulanma amagli ¢alisilmasi yeterlidir (Sekil 2.26.).

Cok boyutlu havuzlama yaklagiminin tek boyutlu havuzlamaya gore avantajlari ve
dezavantajlar1 bulunmaktadir. Dogru kullanildig1 zaman toplam test sayisin1 ve maliyeti bir
miktar daha diisiirebilir. Ayn1 zamanda olas1 her pozitif 6rnek boyut sayisina gére birden
fazla havuz icerisinde test edilecegi ic¢in, yanlis negatiflik ihtimali de diismektedir.
Dezavantaji ise ¢cok boyutlu havuzlamada havuzlari olusturmak, tek boyutluya goére daha zor

ve karmasgiktir ve boyut sayisi arttikca ¢ok daha zor ve karmasik hale gelmektedir.
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Sekil 2.26. 1, 2 ve 3 boyutlu havuzlama yaklagimlari (169)



2.3. MUTASYON TARAMA

Genetik hastaliklarin kesin tanist i¢in hastalifa sebep olan mutasyon veya mutasyonlarin
hasta bireyde tespit edilmesi ve zigozitesinin belirlenmesi gerekmektedir. Insanin haploid
3,2 milyar bazdan olusan devasa bir genoma sahip oldugunu ve ¢ogu genetik hastalik
durumunda hastaliga sebep olan mutasyonlarin sadece bir veya birka¢ noktada oldugunu
diisiinecek olursak, bu mutasyonlarin tespit edilmesi adeta samanlikta igne aramaya

benzetilebilir.

Mutasyonlarin tespiti, su ana kadar tanimlanmis 6 bin civarinda kalitsal hastalik igerisinde
goreceli olarak yaygin goriilen ve yaygin mutasyonlari olan ¢ok az sayida hastaligi, biiyiik
delesyon ve duplikasyon gibi DNA dizileme ile tespit edilemeyen mutasyonlar1 ve tekrar
dizisi hastaliklarindaki tekrar mutasyonlarini istisna olarak kabul edersek, ancak DNA
dizileme yontemi ile miimkiindiir. DNA dizileme, NGS teknolojilerinin gelistirilmesi ve
yaygin olarak kullanilmaya baglanmasi ile diisiik maliyetli ve pratik bir yonteme
dontigmiistiir. Ancak ge¢miste bu boyle degildi; 6zellikle biiyiik bolgelerin DNA dizileme
calismalari hem maliyetli hem de zahmetli ¢aligmalar idi. Bu sebep ile, DNA dizilemesinden
once kullanilarak mutasyonlarin bulunabilecegi bolgelerin tespiti amagli, DNA dizilemeye
gore daha diisiik maliyetli ve daha pratik yontemler gelistirilmistir. Cogu, mutasyon igeren
DNA zinciri ile mutasyon icermeyen DNA zincirinin bir araya gelerek olusturdugu
heterodupleks DNA pargalarinin tespiti esasi iizerine kurulu bu yontemler arasinda HRM,
DGGE, DHPLC ve SSCP’yi sayabiliriz. Dizilenmek istenen bdlge ilk 6nce bu yontemler ile
taraniyor, tarama sonunda pozitif ¢ikan bolgeler dizilenerek varyasyon tespit ediliyor, bu
sekilde yapilan dizileme miktar: ile birlikte maliyet te azaltiliyordu. Ancak zaman iginde
DNA dizilemenin maliyetinin dramatik bir sekilde diigmesi ile birlikte artik bu yontemleri
mutasyon tarama amagli kullanmak anlamsiz hale gelmistir; giiniimiizde tarama maliyetinin
cok daha altina dizilemek miimkiindiir. Yine de hasta bireylerin disinda, tastyicilarin veya
hastalik belirtilerinin daha ortaya ¢ikmadigi ama erken taninin tedavide ¢ok biiyiik 6neme
sahip oldugu genetik hastaliklara sahip bireylerin taranmasi amagli olarak DNA dizilemeyi
kullanmak, gilinlimiizde hala ¢ok maliyetli bir ¢aligma olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Bu
sebeple giiniimiizde bu amag i¢in yapilan tarama c¢aligmalarinda, hassasiyeti ve 6zglinligii
DNA dizilemeye gore daha diisik olan, ancak ¢ok daha uygun maliyetli yontemler

kullanilmaktadir.
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Ulkemizde taranan kalitsal hastaliklar SMA, beta talasemi, fenilketoniiri, konjenital
hipotiroidi, biyotidinaz, kistik fibrozis ve konjenital adrenal hiperplazi hastaliklaridir (3). Bu
hastaliklardan SMA ve beta talasemi evlilik oncesi yetiskinlerden ve tasiyicilarin tespiti
amaci ile yapilirken, diger hastaliklar yenidoganlardan ve hasta bireylerin erken teshis
almas1 amaci ile yapilmaktadir. Bu hastaliklarin hepsi genetik hastaliklardir, ancak SMA
disindaki hastaliklarin tamaminin taramasi molekiiler genetik yontemler disindaki yontemler
ile yapilmaktadir. Molekiiler genetik yontemlerin hassasiyetinin ¢ok daha yiliksek olmasina
ve kesin tani i¢in mutlaka gerekmelerine ragmen, pahali olduklari i¢in tarama

programlarinda kullanilamamaktadirlar.

Sayet diisiik maliyetli ve DNA dizileme temelli, yliksek hassasiyet ve 6zgiilliige sahip bir
tarama yontemi gelistirilebilirse bu hastaliklar dahil olmak iizere ¢ok sayida baska genetik
hastalik ta toplumun degisik seviyelerinde verimli bir sekilde taranarak, hem dogan yeni
hasta bireylerin sayis1 azaltilabilir, hem de erken tan1 ile mevcut hastalarin tedavi siiregleri

¢ok daha basaril1 bir sekilde yonetilebilir.

2.4, FAMILYAL HIPERKOLESTEROLEMI

Familyal hiperkolesterolemi (FH) (OMIM 143890), lipitlerin kanda anormal seviyede
bulunmasi durumu olan dislipidemi durumunun en yaygin formu olan hiperkolesteroleminin
bir tiirtidiir. Hiperkolesterolemiye yol acan sebepler primer ve sekonder olmak iizere 2 gruba
ayrilabilir. Primer sebepler (ailesel sebepler de denir), kolesterol veya trigliseritlerin kandaki
seviyelerini ayarlayan genlerde olusan mutasyonlar sonucu olusan ve kalitsal olan
sebeplerdir. Sekonder sebepler ise genetik olmayan, cevresel sebepleri igerir. Familyal

hiperkolesterolemi, primer sebepler ile olusan kalitsal bir dislipidemi tiiriidiir (4, 170, 171).

FH’de, mutasyonlar sonucu kolesterol ve lipit metabolizmasi bozulmakta ve kiside
“hiperkolesterolemi, ciltte ksantomlar, arkus kornea, poliartrit ve tendosinovit ve koroner
hastaliga yatkinlik” gozlenmektedir (4). Bu hastalik, tiim hiperkolesterolemili hastalarin
yaklasik %5’ini olusturmaktadir. Hastalik, toplumda en sik goriilen iki genetik hastaliktan
biri olarak kabul edilmektedir (172). Tiim toplumlarda goriilen bu hastaligin prevalansi
1:200 ile 1:500 arasinda oldugu diistintilmektedir (173). Bazi topluluklarda is “kurucu etki”
nedeniyle daha yiiksek oranda goriilmektedir. Diinyada ise 10 milyon kisinin etkilenmis

oldugu sanilmaktadir (174).
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Cok 6nemli bir hastalik olmakla birlikte ne yazik ki olgularin %90 kadar1 eksik tan1 almakta
veya hi¢ tan1 alamamaktadir (175). Baz1 gelismis iilkelerde dahi hastalarin kiigiik bir kismi
tam alabilmektedir; Diinya Saglik Orgiiti (WHO) etkilenmis Kanada’lilarin ancak %15
kadarma tani konulabildigini bildirmistir (176). Ancak hastalarda semptomsuz donemi
uzatmak, uygun tedaviyi saglamak, hastaligin takibi ve komplikasyonlar1 6nlemek i¢in erken
tantya gereksinim vardir. Hastaya erken tan1 konulmasi halinde yasam bicimi, diyet, egzersiz
ve lipit diisiiriicii ilaclar kullanmilarak ateroskleroz gelisiminin engellenmesi ve yasam
kalitesinin artmas1 ile beraber beklenen yasam siiresinin 25-30 yil kadar uzamasi

miimkiindiir (177).
2.4.1. BELIRTILER

FH’nin en 6nemli ve tipik belirtisi hiperkolesterolemidir; kandaki LDL koleterol (LDL-C)
seviyesi ne kadar yiiksek ise, kisinin FH olma ihtimali o kadar yiiksektir; belirli bir seviyenin
tizerinde ise kisi kesinlikle FH olarak degerlendirilmektedir (170). Bunun diginda sekonder
belirti olarak arkus kornea, tendon ksantoma ve ksantelezma da goriilebilir (Sekil 2.27.). FH
sebebi ile dolasimda olan yiiksek miktardaki LDL partiikiillerinin hizli bir sekilde
aterosikleroz gelisimini tetiklemesi ve erken yaslarda ortaya cikan kardiyovaskiiler
hastaliklara sebep olmasidir (170, 171). FH’nin bazi u¢ nokta vakalarinda kandaki lipid
miktar1 o kadar artabilmektedir ki, kanin gorsel olarak rengi bile degisebilmektedir (Sekil
2.28.).

\ .- 3
gty s o oy *
AL A b

D'CM-: P -

Sekil 2.27. FH belirtiler: a) arkus kornea, b) ksantelezma, c) tendon ksantoma
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Sentrifiij 6ncesi Sentrifiij sonrasi

Sekil 2.28. Hiperlipidemi sebebi ile gorsel olarak degisime ugramis kan (178)

2.4.1.1. ARTEROSKLEROZ

Kardiyovaskiiler hastaliklar gelismis iilkelerde en once gelen 6lim sebeplerinden biridir.
Hatta Afrika tlkeleri disindaki en Onemli O6lim sebebidir (179). Kardiyovaskiiler
hastaliklarin bityiikk ¢ogunlugu ise ateroskleroz sebebi ile olugsan ve damar sertligi olarak
adlandirilan arteriyoskleroz sebebi ile olusur (180). Ateroskleroz damar igerisinde lipitler,

kan hiicreleri ve bagska maddelerin olusturdugu plaklarin birikmesi durumudur (Sekil 2.29.).

Kritik
Stenoz

Tromboz

Normal Yagh
damar birikim Yagh Fibroz ileri plak

Anevrizma
ve yirtilma

Sekil 2.29. Ateroskleroz (181)
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Arterosklerozun sebebi tam olarak bilinmemek ile birlikte birgok sebebin etkili oldugu
multifaktoriyel bir durum oldugu distiniilmektedir. Risk faktorleri icinde
hiperkolesterolemi, yiiksek seviyedeki enflamasyon belirtegleri, yiiksek kan basinci, diyabet,

sigara tiikketimi, obezite, aile dykiisii ve sagliksiz beslenme sayilabilir (182, 183).
2.4.2. TANI KRITERLERI

Tanida en 6nemli kriter, en 6nemli ve tipik belirti olan hiperkolesterolemidir. Ancak tek
basina yeterli degildir. Bunun sebebi hiperkolesteroleminin seviyeleri olmasi ve
hiperkolesterolemiye yol acabilecek sekonder sebeplerdir. Hangi seviye LDL-C’nin
hiperkolesterolemi sayilacagi net degildir; Cizelge 2.1.’de LDL-C seviyeleri ve anlamlari

verilmistir (184).

Cizelge 2.1. LDL-C seviyeleri ve klinik kategorizasyonu

LDL-C seviyesi (mg/dL) Kategori
<100 Optimal
100 - 129 Optimal Uzeri
130 - 159 Yiiksek Sinirinda
160 - 189 Yiiksek
> 190 Cok Yiiksek

Her ne kadar LDL-C seviyeleri 190°dan biiylik olunca ¢ok yiiksek kabul edilse de FH’nin
otozomal resesif formunu tasiyan bazi hastalar da bu seviye 500’iin iizerine bile
cikabilmektedir (185). Goriildiigii tizere yiiksek kolesterol, siyah/beyaz seklinden ziyade
“grinin tonlar1” seklindedir, bunun iizerine yiiksek kolesterole yol agabilecek sekonder
sebepleri de katacak olursak FH’nin tanisindaki giicliigli gézler oniine sermis oluruz. FH’den
stiphelenilen bir durumda yapilmasi gereken ilk sey, ikincil sebep olabilecek sekonder klinik
sebeplerin (hipotroidi, diyabet, nefrotik sendrom, obstiiraktif karaciger hastalifi vb.) ve
cevresel faktorlerin (ilag kullanimi, yliksek miktarda alkol kullanimi, sagliksiz beslenme,
hareketsiz yasam tarzi vb.) elimine edilmesidir (170). Bu asamadan sonra bireyin FH
acisindan degerlendirilmesi i¢in kullanilan skorlama bazli tan1 kriterlerinden birine
bagvurulmasi 6nerilmektedir (170, 171, 186). Bu kriterlerin en énemlilerinden biri Dutch
kriterleri olarak ta bilinen “The Dutch Lipid Clinic Network Diagnostic Criteria™’dir (187).

Dutch kriterlerinde Cizelge 2.2.”deki skor degerlerine gore skorlama yapilir.
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Cizelge 2.2. Dutch kriterleri skorlama tablosu

Aile OyKkiisii Skor
Birinci derece akrabalarda prematiir koroner ve vaskiiler hastaligin olmasi
(Erkeklerde 55 yas, kadinlarda 60 yasin altinda olmast)

ya da 1
Birinci derece akrabalarda LDL kolesterol diizeyinin 95 persentilin listiinde

olmasi (yas ve cinsiyete gore)

Birinci derece akrabalarda tendon ksantoma ve/veya arkus kornea

bulunmasi 2
ya da

18 yas alt1 ¢cocuklarda LDL kolesterol diizeyinin 95 persentilin iistiinde

olmasi (yas ve cinsiyete gore)

Klinik Oykii Skor
Premature rofile arter hastalik olmasi (Erkeklerde 55 yas, kadinlarda 60 2
yasin altinda olmasi)

Prematiire serebral ya da vaskiiler hastalik olmasi (yas ve cinsiyete gore) 1
Fizik Muayene Skor
Tendon ksantoma 6
Arkus kornea (<45 yas) 4
LDL-kolesterol (mmol/L) Skor
LDL-C > 8,5 (>330 mg/dL) 8
LDL-C 6,5-8,4 (250-329 mg/dL) 5
LDL-C 5,0-6,4 (190-249 mg/dL) 3
LDL-C 4,0-4,9 (155-189 mg/dL) 1
Genetik Analiz Skor
DNA analizi — LDLR, ApoB, PCSK9 geninde patojenik mutasyon tespiti 8

Elde edilen toplam skora gore ¢ikarimi yapilan tani da asagidaki Cizelge 2.3.’te verilmistir.

Cizelge 2.3. Dutch kriterlerinde toplam skora gore tani

Toplam Skor Tan1/ Yorum
> 8 Kesin FH
6-8 Muhtemel FH
3-5 Diisiik Olasilikla FH
<3 Olast Olmayan FH

Gortilecegi tizere Dutch kriterlerine gore LDL-C seviyesi 8,5 mmol/l veya 330 mg/dL nin

tizerinde olan bireyler kesin olarak FH hastas1 kabul edilirler.

2.43. KALITIM

Familyal hiperkolesterolemi, otozomal dominant gecis gdsteren bir tek gen hastaligidir.

Otozomal resesif formlar1 olsa da ¢ok nadirdir (186, 188). Penetranst %90’1n iizerindedir;

yani mutasyonu tasiyan bireyde ¢ok biiylik oranda semptomlar ortaya ¢ikar (177, 186).
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2.4.3.1. ILGILi GENLER

FH ile ilgili giinlimiize kadar 8 adet gen tanimlanmigtir. Bu genler LDLR (OMIM: 606945),
APOB (OMIM: 107730), PCSK9 (OMIM: 607786), APOA2 (OMIM: 107670), GHR
(OMIM: 600946), GSBS (OMIM: 604088), EPHX2 (OMIM: 132811) ve LDLRAP1
(OMIM: 605747)’dir (4, 189-191). Bu genlerin disinda olup, hiperkolesterolemi ile seyredip
klinik olarak FH ye benzeyen ve iyi bir klinik degerlendirme yapilmadig: taktirde FH ile
karisma ihtimali olan kolesteril ester depo hastaligina yol acan LIPA (OMIM: 613497) geni
vardir. Bu genlerden en 6nemlisi kesin FH olarak degerlendirilen vakalarin %70’ini,
mutasyon tespit edilebilen vakalarin ise %90’indan fazlasindan sorumlu olan LDLR genidir
(186). Diger iki onemli gen ise vakalarin yaklasik %5’inden sorumlu olan APOB geni ve

vakalarin yaklagik %1 ’inden sorumlu olan PCSK9 genidir (192).

243.1.1. LDLR

Kandaki kolesterol dengesinde ¢ok énemli bir rolii oynayan bir hiicre yiizeyi reseptoriidiir.
19. kromozomun p koluna lokalizedir. Protein {iriinii 860 amino asitten olusur. 18 kodlayan
ekzona sahip, yaklasik 44 Kbp boyunda orta boy bir gendir (193). Kanda lipitlerin tasindig
lipoprotein yapilarindan biri olan LDL lipoproteininin hiicre, tarafindan taninarak hiicre
icerisine alinmasinda rol oynar (194) (Sekil 2.30.). Mutasyona ugramasi sonucunda LDL
lipoproteinleri verimli bir sekilde hiicre igerisine alinamaz, bunun sonucunda da kandaki

LDL miktari artarak hiperkolesterolemi durumuna yol agar (195).

2.4.3.1.2. APOB

LDL pargaciklarini olusturan ana apolipoproteindir. 2. kromozomun p koluna lokalizedir.
Her ne kadar yaklasik 44 Kbp boyu ile genom tizerindeki yerlesimi agisindan orta boy bir
gen olsa da, 4563 amino asit kodlayan 26 ekzonlu biiyiik bir gendir (196). Gorevi kandaki
lipitlere baglanarak LDL pargaciklarini olusturmaktir (Sekil 2.30.). Mutasyona ugramasi
durumda LDL pargaciklarimin LDL reseptorlerine baglanmasint zayiflatip, LDL
molekiillerinin  hiicre ic¢ine alinmasim1 azaltabilmektedir. Bunun sonucunda da

hiperkolesterolemi durumu ortaya ¢ikabilmektedir (197).
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Sekil 2.30. LDLR, APOB ve PCSK9 (198)

2.4.3.1.3. PCSK9

LDL reseptorlerinin pargalanarak miktarlarinin diigmesinde rol oynayan bir serin proteaz
enzimidir. 1. kromozomun p koluna lokalizedir. Protein {irlinii 692 amino asitten olusur. 12
kodlayan ekzona sahip, yaklasik 25 Kbp boyunda orta boy bir gendir (199). LDLR ve APOB
genlerinin aksine, PCSK9 geni LDL reseporlerinin yikiminda rol aldigr igin (Sekil 2.30.),
gendeki aktive edici mutasyonlar hiperkolesterolemiye yol agar (200). Bu gendeki fonksiyon
kayb1 mutasyonlari ise, LDL reseptorlerinin yikimini azalttig1 ve miktarlarmi arttirdig i¢in
tam tersi olarak hipokolesterolemiye yol acar (201). PCSK9, fonksiyonu azaldigi zaman
kolesterol seviyelerini diisiiriici etki yaptigindan, hiperkolesterolemi hastalarinda
kullanilmak iizere iyi bir ilag hedefidir; PCSK9 inhibitorleri 2015 yilindan beri
kullanilmaktadir (202).
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2.4.3.1.4. CALISMA ICIN SECILEN GENLER

Calisma icin kullanilacak materyaller, LDLR, APOB ve PCSK9 genleri dizilenmis ve
mutasyon bulunamamis olas1 FH hastalar1 oldugu i¢in, FH ile ilgili oldugu bildirilmis diger

genlerden 6 tanesi calismaya alinmistir. Calisma i¢in segilen genler:

LDLRAP1

LDL reseptoriiniin sitoplazmik kismi ile etkilesime girip, LDL pargaciklarinin hiicre
icerisine alinmasinda rol oynayan proteini kodlayan gendir. 1. kromozomun p koluna
lokalizedir. Protein {iriinii 308 amino asitten olusur. 9 adet kodlayan ekzona sahip, yaklasik
25 Kbp boyunda orta boy bir gendir (203). Ilgili diger genlerin aksine LDLRAP1 geninin
sadece otozomal resesif kalitim formu vardir; heterozigot bireylerde klinik gézlemlenmez.
Birey homozigot mutant veya birlesik heterozigot olarak fonksiyon kaybettirici bir mutasyon
veya mutasyonlar tagiyorsa, LDL par¢aciklari hiicre icerisine verimli bir sekilde alinamaz

ve hiperkolesterolemi durumu ortaya ¢ikar (204, 205).

APOAZ2

APOAZ2 geninin lriinii olan Apolipoprotein A-II, bir lipoprotein olan HDL parcaciklarinin
yapisinda olan ana proteinlerden biridir. APOA2 geni 1. kromozomun q koluna lokalizedir.
Protein iiriinii 100 amino asitten olugan, 3 adet kodlayan ekzona sahip, yaklasik 1,5 Kbp
boyunda kiigiik bir gendir (206). Mekanizmasi belli olmamak ile birlikte, yapilan bir
calismada bu gendeki mutasyonlarin lipit profilini etkileyebilecegi gosterilmistir (207).

ITIH4

Bu genin iriinii olan peptid, plazma serin inhibit6rlerinden biri olan inter-alfa-tripsin
inhibitoriini olusturan peptid zincirlerinden biridir. 3. kromozomun p koluna lokalizedir.
Protein {iriinii 930 amino asitten olusan, 24 adet kodlayan ekzona sahip, yaklagik 18 Kbp
boyunda orta boy bir gendir (208). Mekanizmasi belli olmamak ile birlikte, yapilan bir
calismada bu gendeki mutasyonlarin lipit profilini etkileyebilecegi gosterilmistir (209).
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GHR

Bu genin {iriinii olan biiylime hormonu reseptoriine baglanan biiyiime hormonu, hiicreler
arasi bir sinyal iletim yolagini aktive ederek hedef hiicrede mitojenik ve anabolik tepkimeyi
tetikleyerek biiylimeye yol agar. 5. kromozomun p koluna lokalizedir. Her ne kadar yaklasik
300 Kbp boyu ile genom iizerindeki yerlesimi acisindan biiyiik bir gen olsa da, 638 amino
asit kodlayan 10 ekzonlu orta boy bir gendir (210). Gendeki mutasyonlar, otozomal
dominant ve otozomal resesif olarak kisa boyluluk ve ciicelik gibi fenotipler ile
iliskilendirilmekle beraber, yaymlanan bir ¢calisma ile gendeki mutasyonlarin kandaki lipit

seviyesini etkileyebilecegi gosterilmistir (211-213).
PPP1R17

Su ana kadar iizerinde ¢ok az calisma yapilmis ve ¢ok az bilgiye sahip oldugumuz bu genin
tirlinli olan protein, bir protein fosfataz 1 inhibitoriidiir. Noronlarda hiicre igerisine besin
alimu ile ilgili islevi oldugu bildirilmistir (214). 7. kromozomun p koluna lokalizedir. Protein
iiriinii 155 amino asitten olusan, 4 adet kodlayan ekzona sahip, yaklasik 20 Kbp boyunda
kiiciik bir gendir (215). Mekanizmasi belli olmamak ile birlikte, yapilan bir ¢calismada bu
gendeki mutasyonlarin lipit profilini etkileyebilecegi gosterilmistir (216).

LIPA

Lizozomal asit lipaz enzimini kodlayan gendir. 5. kromozomun p koluna lokalizedir. Protein
tirtinii 399 amino asitten olusan, 10 adet kodlayan ekzona sahip, yaklasik 38 Kbp boyunda
orta boy bir gendir (217). Lizozomal asit lipaz enzimi hiicre igerisinde yag asitleri ve
kolesteroliin lizozomlardan salinmasinda rol oynayan bir enzimdir. Enzimin yeterli miktarda
olmadig1 durumlarda lizozomlar igerisinde lipid birikimi olur. Sitoplazmaya yeterli miktarda
lipid salinimi olmadig: i¢in hiicre lipid seviyelerinde diislis oldugunu diisiiniip lipit sentezi
mekanizmalarini aktive eder. Bunun sonucunda lipidler lizozomlar i¢erisinde birikirken yeni
sentezlenen lipidler kana saliarak kandaki lipid seviyelerini yiikseltir (218). iki tiir hastaliga

yol acar, kolesterol ester depo hastaligi ve Wolman hastalig1.

Wolman hastalig1 enzim aktivitesini tamamen ortadan kaldiran mutasyonlarin her 2 allelde
de bulundugu, agir klinik tablo ile seyreden ve -tibbi miidahale ile bile- dogumdan sonra

birkag ay igerisinde hastanin 6lmesi ile sonug¢lanan ¢ok agir bir otozomal resesif hastaliktir.
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Kolesterol ester depo hastalig1 ise Wolman hastaliginin daha hafif formudur; bu hastalik ta
otozomal resesif kalitim gostermekle beraber bulunan mutasyonlarin etkisine gore lizozomal
asit lipaz enziminin aktivitesi tamamen ortadan kalkmamistir. Sonucta bulunan
mutasyonlara ve kalan enzim aktivitesine gore degisik klinik tablo ortaya ¢ikabilmektedir;
bir kisim hasta kiigiik yasta belirti vererek tani alabilmekte, ancak klinik tablosu daha hafif
hastalar ise ailesel hiperkolesterolemi yanlis tanisi alabilmekte veya hi¢ tani almadan
yasamlarini siirdiirebilmektedir (218, 219). Ayni zamanda LIPA geninde heterozigot formda
bulunan mutasyonlarin serum lipit seviyelerini arttirdigi ile ilgili bulgular da vardir (220).
Kisacast LIPA geninde bulunan mutasyonlar, benzer klinik verebildigi icin ailesel

hiperkolseterolemi tanisi diisiiniilen hastalar arasinda tespit edilebilmektedir.
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3. GEREKCE VE AMAC

Hastalik tarama programlari, hastaligin yayilmasinin azaltilmasi ve/veya erken tani ile tedavi
verimliliginin arttirllmas1 amaciyla, hasta ve/veya tasiyici bireylerin, mevcut durumda
semptom gostermeyen saglikli bireyler arasindan diisilk maliyet ile belirlendigi saglik
uygulamalaridir. Cogu durumda hem bireyler hem toplum hem de devletlerin saglik
sistemleri i¢in son derece faydalari olan uygulamalardir. Ulkemizde ve diinyada hali hazirda,
onemli bir kismi1 enfeksiyon hastaliklari ile ilgi cok sayida tarama yapilmaktadir. Ulkemizde
Saglik Bakanligi’nin ylriitmekte oldugu HPV taramasi ve son donemde yasadigimiz
pandemi sebebi ile 6zel sirketlerin bile kendi imkanlar1 ile calisanlarina yaptirdiklari
SARS-CoV-2 viriisii taramalar1 6rnek olarak gosterilebilir. Enfeksiyon hastaliklar1 disinda
kalitsal hastaliklarin taranmasit da hem iilkemizde hem de diinyanin ¢esitli iilkelerinde
yapilabilmektedir. Ulkemizde yetigkinlerden yapilan hemoglobinopati ve SMA tarama
programlar1 ve yeni doganlardan yapilan kalitsal hastalik tarama programlari da buna 6rnek
olarak verilebilir. Kalitsal hastaliklarin taramasi, SMA taramasi hari¢, DNA seviyesinde
yapilmamaktadir, c¢linkii DNA seviyesinde yapilan testler her ne kadar hassasiyeti ve
ozgulligi ytliksek testler olsa da yiiksek maliyetli olduklar1 i¢in tarama mantigina uygun
degillerdir. Genetik hastaliklarin sebeplerinin en biiyiikk ¢ogunlugunu olusturan dizi
varyasyonu mutasyonlarin taranmasi i¢in gelistirilecek maliyet diisiiriicii yaklasimlarin,
hizla ilerleyen ve maliyeti diisen, yiiksek hassasiyet ve 6zgiilliige sahip olan DNA dizileme
yonteminin, tarama programlarinda yaygin olarak kullanilmasini kolaylastirmasi

kaginilmazdir.

Bu tez caligmasi ile tarama programlarinda siklikla basvurulan havuzlama yaklagiminin, gok
boyutlu olarak NGS DNA dizileme yontemine uygulanmasin gelistirilmesi, siirlarinin

arastirilmasi ve pilot 6lgekte denenmesi ile uygulanabilirliginin gosterilmesi amaclanmustir.
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4. MATERYAL VE YONTEM
41. MATERYAL
4.1.1. HAVUZLAMA VALIDASYONU

Calismaya dahil edilen 6rnekler 2135147 nolu “Ulkemizde familyal hiperkolesterolemiye
yol acan sik goriilen tek gen hastaliklarinin dagilimi, sik ve nadir goriilen mutasyonlarin
belirlenmesi, tan1 ve toplum taramasina yonelik genetik test kiti gelistirilmesi.” adl1 Tiibitak
1003 projesi kapsaminda ¢alisilarak tiim LDLR geni dizilenen 6rnekler arasindan segilmistir.
Proje, Giilhane Askeri Tip Akademisi Komutanligi, 16 Aralik 2013 tarihli 29 nolu oturumu
ile amag, yontem ve yaklasim bakimindan etik ilkelere uygun olarak degerlendirilmistir.
Pozitif 6rnekler LDLR geninin 4. ekzonunda mutasyon tasiyan Orneklerden secilmistir;
bunun sebebi proje sonunda LDLR geninin en fazla ¢esit mutasyon igeren ekzon oldugunun

goriilmesidir (yayinlanmamais veri).

Toplamda 506 6rnek ¢alismaya dahil edilmistir. 506 6rnekten 48 tanesi (%9,5) LDLR geni
4. ekzonunda 1 adet patojenik mutasyonu heterozigot veya homozigot olarak tagiyan pozitif
ornektir, 458 (%90,5) tanesi ise negatif ornektir (LDLR geni 4. ekzonunda patojenik
mutasyon bulundurmamaktadir). 48 pozitif 6rnek toplamda 26 ¢esit mutasyon igermektedir,
bunlardan 20 tanesi heterozigot iken 6 tanesi homozigot, 2 tanesi de hem homozigot hem de
heterozigot olarak bulunmaktadir; toplamda 28 farkli genotip bulunmaktadir. Pozitif
orneklerden 2 farkli mutasyonu heterozigot olarak bulunduran 2 tanesi tekrarlanabilirlik
calismasi i¢in 4 defa kullanilmistir; béylece kullanilan toplam 6rnek sayis1 512, pozitif 6rnek
sayist ise 54 (%10,5) olmustur. Ornek olarak 2135147 nolu Tiibitak projesi kapsaminda

EDTA’] tiipe alinan periferik kan ornekleri kullanilmigtir.
4.1.2. FAMILYAL HIPERKOLESTEROLEMI HASTA GRUBU

Calismaya dahil edilen 320 6rnek, 2135147 nolu “Ulkemizde familyal hiperkolesterolemiye
yol acan sik goriilen tek gen hastaliklarinin dagilimi, sik ve nadir goriilen mutasyonlarin
belirlenmesi, tan1 ve toplum taramasina yonelik genetik test kiti gelistirilmesi.” adl1 Tiibitak
1003 projesi kapsaminda toplanan 6rnekler arasindan seg¢ilmistir. Bu 6rnekler LDLR, APOB

ve PCSKO9 geni dizilenen ve patojenik mutasyon tespit edilmeyen drneklerdir. 256 adet 6rnek
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FH belirtisi olan 6rnek, 64 adet drnek ise FH belirtisi olmayan kontrol 6rnegidir. Materyal

olarak EDTA’11 tiipe alinan periferik kan 6rnekleri kullanilmistir.

4.2. YONTEM

Bu calisma 2 ana kisimdan olugmaktadir: havuzlama validasyonu ve FH hasta ve kontrol

grubu i¢in 6 gende mutasyon taranmasi.

4.2.1. HAVUZLAMA VALIDASYONU

4.2.1.1. DIZINLERIN VE HAVUZLARIN OLUSTURULMASI

8x8’lik 8 adet dizin olusturulmus ve dizinin her bir pozisyonu 1’den 512’ye kadar
numaralandirilmistir. Ornekler dizin igerisine rastgele dagitilmis; tam bir rastgeleligin
saglanmasi i¢in kura cekilerek dagitim yapilmistir. Sadece tekrarlanabilirlik caligmast icin
ayrilan 2 Ornege ait 8 pozisyon rastgele dagitilmamis, belirli yerlere yerlestirilmistir.
Yerlesim sonrasi dizin tizerindeki numaralar ve 6rnek kodlar1 Sekil 4.1.’de gosterilmistir;
sar1 ve turuncu olarak isaretli pozisyonlar, tekrarlanabilirlik ¢alismasi igin rastgele olmadan

yerlestirilmis 2 6rnege aittir.

Ornekler hazirlanan dizine gére EDTA’ 1 tiiplerden 8’1 strip tiiplerine 200 pl alimmustir; bu
sekilde her 8x8’lik dizin i¢in 8 adet 0,2 ml hacimli 8’li strip tlip elde edilmistir. Bunun

yapilmasinin sebebi havuzlarin pratik bir sekilde olusturulabilmesidir.

2 boyutlu 8’li havuzlama (2D08) i¢in her bir 8x8’lik dizinin igerisindeki 6rnekler X ve Y
diizleminde, her bir 6rnekten 8 kanall1 pipet yardimu ile 20 ser pl alinmak sureti ile 0,2 ml
hacimli 8’11 strip tiiplerde birlestirilerek, 8 drnek iceren drnek havuzlari olusturulmustur.
Vorteks yardimi ile iyice karigtirilmis ve her bir havuza bir kod verilmistir. Bu sekilde her
bir 8x8’lik dizin i¢in 16 adet havuz, toplam 8 dizin i¢in de 128 adet havuz olusturulmustur.

[lk dizin icin olusturulan havuzlar ve havuz kodlar1 Sekil 4.2.de gdsterilmistir.

2 boyutlu 16’lh havuzlama (2D16) i¢in 8 dizin, 4 dizin iceren 2 gruba ayrilmistir. Her
gruptaki 8x8’lik 4 dizin birlestirilmis ve bu sekilde 2 adet 16x16’li dizin elde edilmistir.
Dizinleri X ve Y diizlemindeki bilesenleri, 2 boyutlu 8’li havuzlama i¢in olusturulan 8
orneklik havuzlardan 2’sinin birlesiminden olustugu igin, ornekler bastan tek tek

birlestirilmemistir; uygun olan 8 6rneklik havuzlardan 10’ar pl birlestirilerek 16 6rneklik
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havuzlar meydana getirilmistir. Bu sekilde iki adet 16x16’l1 dizinden 64 adet havuz meydana

getirilmistir.

2 boyutlu 24’lii havuzlama igin (2D24) 9 adet 8x8’lik dizine ihtiya¢ oldugu i¢in bir havuz
iki defa kullanilmistir. 9 adet 8x8’lik dizinden 24x24’li bir adet dizin elde edilmistir.
Havuzlar olusturulurken uygun olan 8’li havuzlardan 10’ar pl alinarak birlestirilmistir.

Toplamda 24 6rnek iceren 48 adet havuz olusturulmustur.

1 2z 3 4 5 [ 7 8 257 258 259 260 261 262 263 264
FHO403 | FHO6014 | FHO1501 | FHO32046|FH029012 | FHO14012 | FHO14011| FHO209 FHO32018| FHO7015 | FHO15016| FHO605 | FHO1106 | FHO4011 | FHO42025 | FHO30035
9 10 11 1z 13 14 15 16 265 266 267 268 269 270 271 272
FH019010| FHO3102 | FHO32056 | FHO29014 | FHO15034| FHO205 | FHO4902 | FHO34017 FHO15027 | FHO4602 | FHO1704 | FHO30018 | FHO1002 | FHO702 |FHO32065| FHO3104
17 183 19 20 21 22 23 24 273 274 275 276 277 278 279 280
FHO1405 | FHO33015| FHO2804 | FHO32012| FHOS09 |FHO29022| FHO3307 | FHO33022 FHO806 | FH042010| FHO29017 | FHO7017 | FHO3303 | FHO29020| FHO4601 | FH32010
25 26 27 28 29 30 31 32 281 282 283 284 285 286 287 288
FHO1703 FHOB08 | FHO7010 | FHO15033 | FHO2909 | FHO32021 | FHO32026 | FHO11043 FHO43010 | FHO23010 | FHO3208 | FHO1504 | FHO33010| FHO33025 | FHO61052 | FHO33018
33 34 35 36 37 38 39 40 289 290 291 292 293 294 295 296
FHO32043| FHO207 |FHO42044| FHO908 | FHO1402 | FHO3202 | FHO15035| FHO1507 FHO15040| FHO32032 | FHO701 FHO404 | FHO6019 | FHO2307 | FHOS06 | FHO33041
41 4z 43 44 45 45 47 48 297 298 299 300 301 302 303 304
FHO2807 | FHO6010 | FHO30017 | FHO1902 | FHO11023 | FHO15031| FHO4908 | FHOS03 FHO4309 | FHOB09 | FHO1602 | FHO61039| FHO30015| FHO11026 | FHO42036 | FHO61030
43 50 51 52 53 54 55 56 305 306 307 308 309 310 311 312
FHO61055| FHO3302 | FHO11045| FHO1909 | FHO2302 | FHO3204 | FHO30028| FHO902 FHO011027 | FHO2803 | FHO9017 | FHO30024| FHO1107 [FHO15043| FHO703 | FHO3006
57 58 59 60 61 62 63 64 313 314 315 316 317 318 319 320
FHO42027 [ FHO32028 | FHO2808 | FHO32040 | FHO33021 | FHO1607 | FHO1401 | FHO1608 FHO32049 | FHO1108 | FHO18011| FHOB039 | FHO15048 | FHO3301 | FHO11021| FHOBOZ25
65 66 67 68 69 70 71 72 321 322 323 324 325 326 327 328
FHO9014 | FHO30029 | FHO33032 | FHO29019 | FHOB032 | FHO19013| FHO405 | FHO33028 FHO11039 | FH033040 | FHO33023 | FHO32027 | FHO32038 [ FHO15045 | FHOB023 | FHO9012
73 74 75 76 77 78 79 80 329 330 331 332 333 334 335 336
FHO17011| FHO403 | FHO61050| FHO3101 | FHO33015| FHO32036| FHO1409 | FHO30021 FHOS07 | FHO1903 | FHO3304 | FHO2904 | FHO1702 | FHO1905 | FHO61034 | FHO30032
81 8z 83 84 85 86 a7 88 337 338 339 340 341 342 343 344
FHO8033 | FHO33017 | FHO29021 | FHO15014 | FHO8031 | FHO2801 | FHO4204 | FHO11031 FHO11024| FHO1109 | FHOS1049| FHO29013 | FHO1907 [ FHO32048| FHO2303 | FHO61020
89 S0 91 9z 93 94 95 96 345 348 347 348 349 350 351 352
FHO7020 | FHO15030| FHO32013 | FHO3307 | FHO406 |FHO43012|FHO61013 | FHO11047 FHO61046 | FHO32031 | FHO8019 | FHO61016( FHO901 FHO708 | FHO6017 | FHO33024
a7 a8 99 100 101 102 103 104 353 354 355 356 357 358 359 360
FHOB1056 | FHO32033 | FHO33026 | FHO11040| FHO206 FHO401 | FHO1604 | FHO32029 FHO11011| FHO8018 | FHOB016 | FHO32016| FHO2020 [ FHO11038| FHO3205 | FHO30025
105 106 107 108 109 110 111 112 361 362 363 364 365 366 367 368
FHO1101 | FHOS010 | FHO28013| FHO402 FHOB039 | FHO42049 | FHO32025| FHO3308 FHO2802 | FHO15025)| FHO7022 | FHO2907 |FHO11048| FHOBO1S | FHO2021 | FHOG1044
113 114 115 116 117 118 119 120 369 370 371 372 373 374 375 376
FHO032015| FHO32057 | FHO14017 | FHO1801 | FHO3007 | FHO8015 | FHO7023 | FHO38022 FHO8035 | FHO9013 | FHO2902 | FHO707 |FHO61021| FHO4906 | FHO14015| FHO1001
121 122 123 124 125 126 127 128 377 378 379 380 381 382 383 384
FHO28011| FHO14014 | FHO32011| FHO7019 |FHO32053| FHO1406 | FHO4013 | FHO11025 FHO3309 | FHO11037 | FHO61051 | FHO11012 | FHO7026 | FHO15038 | FHO11013 | FHO15019
129 130 131 132 133 134 135 136 385 386 387 388 383 390 391 392
FHO30022| FHO4904 | FHO2809 | FHO33012 | FHO61038 | FHO32058| FHO11044 | FHO32047 FHO8020 | FH032066 | FHO11030| FHO6013 | FHO30019 | FHO33030| FHO2012 | FHO15011
137 138 139 140 141 142 143 144 393 394 395 396 387 398 399 400
FHO32019| FHO29011 | FHO4605 | FHO42050 | FHO32050| FHO1102 | FHO28012 | FHOB034 FHO8021 |FHO30013 | FHO3004 | FHO11014| FHO3207 | FHO2906 | FHO7012 | FHO8011
145 148 147 148 148 150 151 152 401 402 403 404 405 406 407 408
FHO42023| FHO14013| FHO403 | FHO61057 | FHO61059| FHO1103 | FHO601 | FHO42021 FHO33029| FHO1601 | FHO300S | FHOB038 |FHO11015( FHO1701 | FHO34021| FHOB012
153 154 155 156 157 158 158 160 409 410 411 412 413 414 415 416
FHO15029 | FHO38027 | FHO11032 | FHO33037 | FHO3305 | FHO11028| FHO14016 | FHO42032 FHO904 | FHO3805 | FHO30011 | FHO23010| FHO408 | FHO7011 | FHOB07 | FHO32059
161 162 163 164 165 166 167 168 417 418 419 4z0 421 422 423 424
FHO032052 | FHO30030| FHO9011 | FHO1605 |FHO32051| FHO3009 | FHO3203 | FHO1104 FHO15023 | FH042039 | FHO8012 | FHO1709 | FHOB016 [ FHO61014 | FHO15026 | FHO15044
169 170 171 172 173 174 175 176 425 426 427 428 429 430 431 432
FHO7018 | FHO3306 | FHO15032 | FHO30026| FHO8014 | FHO32014| FHO4008 | FHO4308 FHO15042 | FHO30016 | FHO42011| FHO4407 | FHO7016 | FHO705 FHO802 | FHO32030
177 178 179 180 181 182 183 184 433 434 435 436 437 438 439 440
FHO32055| FHO3809 | FHO30034| FHOB036 | FHOB02 | FHO32054| FHO1908 | FHO3803 FHOB022 | FHOB024 | FHO1706 | FHO33039| FHO2901 | FHO1904 | FHOB019 | FHO32062
185 186 187 188 139 190 191 132 441 442 443 444 445 446 447 448
FHO7014 | FHO903 | FHO2306 | FHOS06 FHO607 | FHO1105 | FHO2806 | FHO15017 FHO3008 | FH032063 | FHO8031 | FHO7024 | FHO3103 | FHO30020| FHO1407 | FHO11022
193 134 1385 196 197 198 139 200 448 450 451 452 453 454 455 456
FHO9016 FHOB05 | FHO3203%| FHO801 FHO1705 | FHO15010| FHO33011| FHO2015 FHO2301 | FH033014 | FHO61011 | FHO11016 | FHO33031| FHO2309 FHOB04 | FHO11041
201 202 203 204 205 206 207 208 457 458 459 460 461 462 463 464
FHO33020| FHO11033 | FHOS004 | FHOG018 |FHO32060| FHO8025 | FHO6107 | FHO4010 FHO1707 | FHO4907 | FHO3002 | FHO2017 | FHO4603 | FHO8028 | FHOB013 | FHO3209
209 210 211 212 213 214 215 216 485 466 487 468 469 470 471 472
FHO15028| FHO38017 | FHO43023 | FHO8037 | FHO33020| FHO38021 | FHO15039 | FHO3201 FHO32064 | FHO11036 | FHO32037 | FHO17010 | FHO23010 | FHO15041 | FHO43019 | FHO32035
217 218 219 220 221 222 223 224 473 474 475 476 437 478 479 480
FHO33042| FHO1606 | FHO19012| FHO403 |FHO30010| FHO1906 | FHO4208 | FHOBO17 FHO34026 | FHO11017 | FHO32023| FHO6108 | FHO706 [FHO32022|FHO22015 | FHO30023
235 226 227 228 229 230 231 232 481 432 483 434 485 436 487 488
FHO7027 | FHO15047 | FHO3S08 | FHO33038 | FHO32061 | FHO2701 | FHO2908 | FHO7025 FHO1404 | FHO61043 | FHO15022| FHO7O04 | FHO1503 | FHO61041 [ FHO32045 | FHD28016
233 234 235 236 237 238 239 240 489 490 491 482 433 494 495 496
FHO15037| FHO803 | FHO1901 | FHO30027 | FHO30037 | FHO11034| FHO6109 | FHO3001 FHO011018 | FHO14018 | FHO15036| FHO9015 | FHO11020 [ FHO15024 | FHO33019 | FHOB015
241 242 243 244 245 246 247 248 497 498 499 500 501 502 503 504
FHO33035| FHO8010 | FHO15012 | FHO32041 | FHO1508 | FHO1708 | FHO7021 | FHO51058 FHO32044| FHO4012 | FHO409 | FHO11029| FHO5902 [ FHO15021|FHO32020 | FHOS1025
248 250 251 252 253 254 255 256 505 506 507 508 509 510 511 512
FHOS09 | FHO15015)| FHO33013 | FHO23011| FHO1403 | FHOG608 | FHO42014| FHO2022 FHO014010| FHO42017 | FHO33027 | FHO33016 | FHO32017 [ FHO709 | FHO3003 | FHOG019

Sekil 4.1. Olusturulan ana dizin, 6rnek numaralar1 ve kodlari
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] p E 4 ] 6
FHO403 FHO6014 | FHO1501 | FHO32046 | FHO29012 | FHO14012 | FHO14011 | FHO209 > 2D08x01
9 10 i 12 13 14 15 16 N
FHO19010 | FH03102 | FHO32056 | FH029014 | FHO15034 | FHOR05 FHO4902 | FHO34017 | 2D08x02
17 18 18 20 211 2P 28 24 _
FHO1405 | FHO33015 | FHO2804 | FHO32012 | FHO609 | FHO29022 | FHO3307 | FHO33022 | 2D08x03
25 26 217 28 20 3D 31 32 N
FH01703 FHO808 FHO7010 | FH015033 | FH02909 | FHO32021 | FHO32026 | FH011043 | 2D08x04
38 34 35 36 37 38 3P 40 > 2D0SX05
FHO32043 | FHORO7 | FHO42044 | FHOS08 FH01402 | FH03202 | FHO15035 | FH01507
41 42 43 44 45 45 47 48 > 2D08x06
FH02807 | FHO6010 | FHO3D017 | FHO01902 | FHO11023 | FHO15031 | FHO04908 FHO603
4P 50 51 52 53 54 5p 56 _
FHOE1055 | FH03302 | FHO1[1045 | FHO1909 | FHO2302 | FH03204 | FHO3D028 | FHOS902 > 2D08x07
57 58 5P 60 61 6P 68 6/ _
FH042027 | FHO32028 | FHO2808 | FHO32040 | FH033021 | FHO1607 | FHO]401 | FHOle0s | = 2D08x08
v v v \ A v v \ 4

2D08y01 2D08y02 2D08y03 2D08y04 2D08y05 2D08y06  2D08y07  2D0Sy08

Sekil 4.2. ilk dizin igin olusturulan havuzlar ve havuz kodlari

2 boyutlu 32°1i havuzlama (2D32) icin 16 adet 8x8’lik dizine ihtiya¢ oldugu icin 8x8’lik 8
adet dizin ikiger defa kullanilarak 16 adet dizin elde edilmistir. Ayn1 dizinlerin X ve Y
diizleminde ayn1 pozisyonlara diigememesi ve tamamen ayni havuzlarin olugsmamasina 6zen
gosterilmistir. Bu sekilde 32x32°1i bir adet dizin olusturulmustur. Havuzlarin olusturulmasi
icin yine 8’li havuzlar kullanilmistir; uygun 8’1i havuzlar 10’ar pl birlestirilerek 32’li

havuzlar olusturulmustur. 32’li toplam 64 adet havuz olusturulmustur.

3 boyutlu 8’li havuzlarin (3D08) olusturulmast i¢in, 8 adet 8x8’lik dizin, st liste
yerlestirilerek bir kiip bi¢giminde bir dizine doniistiiriilmiistiir. X, Y ve Z boyutlarinda 64
Ornegin birlesmesi ile olusacak havuzlar, diger havuzlamalarda oldugu gibi uygun 8’li

havuzun 10’ar pl birlestirilmesi ile olusturulmustur.

Sonug olarak elde edilen havuz sayis1 ve havuz i¢indeki 6rnek sayisi, havuzlama bigimi

acisindan Cizelge 4.1.’de gosterilmistir.

Cizelge 4.1. Elde edilen dizin ve havuzlar

Dizinin bir Toplam Toplam Havuz Taranan
Boyut boyutu dizin saysi havuz sayis1 | icindeki toplam
(328) ornek sayisi | ornek sayisi
2 8 8 128 8 512
2 16 2 64 16 512
2 24 1 48 24 576
2 32 1 64 32 1024
3 8 1 24 64 512
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4.2.1.2. MOLEKULER CALISMA

Havuzlama validasyonu molekiiler ¢alismasi i¢in elde edilen havuzlardan sirasi ile PCR,

NGS ve NGS veri analizi agsamalar1 gergeklestirilmistir.

42121 PCR

LDLR geninin 4. ekzonunun PCR amplifikasyonu i¢in kandan direkt PCR yaklasimi
secilmigtir. Bunun sebebi sadece tek PCR yapilacak olmasi ve toplam havuz sayisinin
yiiksek olmasidir (toplam 328 havuz); bu sekilde maliyet ve is giiclinden tasarruf edilmistir.
Polimeraz olarak kandan direkt PCR yapmaya uygun, inhibitorlere direngli Phire IT Hot Start
(Thermo Fisher Inc.) DNA polimeraz enzimi kullanilmistir. Reaksiyon kosullar1 Cizelge

4.2.”de gosterilmistir.

Cizelge 4.2. PCR Reaksiyon kosullari

Reaksiyon bileseni Miktar (ul)
dH.0 16
5x Reaksiyon tamponu (Phirell) 5
dNTP karisimui (her birinden 10mM) 0,5
fleri primer (5 uM) 1
Geri primer (5 uM) 1
DNA Polimeraz Phirell (0,5u/ul) 0,5
Kan 1
Toplam 25

5x Reaksiyon tamponu igerisinde yeteri miktarda MgCl, (15 mM) oldugu icin bu bilesenden

fazladan eklenmemistir.
Primer olarak boliim 4.2.2.1.2.de tarif edilen primerler kullanilmstir.

Isil dondiiriicii cihaz olarak T100 1s1l dondiiriicii (Biorad Inc.) kullanilmistir. Kullanilan

protokol Cizelge 4.3.’te gosterilmistir.

Cizelge 4.3. Is1l dondiiriicii protokolii

Sicaklik Siire (dk:sn) Dongii sayist
95°C 02:00 1
95°C 00:20
60°C 00:20 40
72°C 00:40
72°C 02:00 1
4°C 00 1
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PCR sonrasi reaksiyonlar %2’lik agaroz jel elektroforezi ile kontrol edilmis, basarisiz

reaksiyonlar tekrar edilmistir.

4.2.1.2.2. NGS

NGS c¢alismasi i¢in Miseq (Illumina Inc.) platformu kullanilmistir. Kiitliphane hazirlik
asamasi icin transpozaz bazli NexteraXT kiti (Illumina Inc.) kullanilmistir. Baslangic DNA
olarak piirifiye edilmis ve konsantrasyonlari1 0,5 ng/ul olarak normalize edilmig PCR {irtinleri
kullanilmistir. PCR {irtinlerinin piirifikasyonu ig¢in filtrasyon bazli NucleoFast 96 PCR
purifikasyon kiti (MACHEREY-NAGEL GmbH) kullanilmistir. Piirifikasyon sonrasi
tirlinlerin spektrofotometrik konsantrasyon tayini i¢cin Nanodrop ND1000 (Thermo Fisher
Inc.) mikrohacim spektrofotometresi kullanilmistir. Piirifiye edilmis ve konsantrasyonlari
belirlenmis PCR iiriinleri dH20 ile 0,5 ng/pul ye seyreltilerek kiitiiphane hazirlik agamasina
hazir hale getirilmistir. Daha sonra NexteraXT kiti kullanilarak kiitliphane hazirligi
yapilmistir. Dizileme Miseq platformunda 300V2 dizileme kartuslar1 kullanilarak
gerceklestirilmistir.

4.2.1.2.3. NGS VERI ANALIiZi

Diisiik 6rnek sayili havuzlar (2 boyutlu 8’li, 16’1 ve 24°14) i¢in ayri, yiiksek drnek sayili
havuzlar (2 boyutlu 32’li ve 3 boyutlu 8’li) i¢in ayr1 analiz yaklagimlari kullanilmistir. Diisiik
ornek sayili havuzlar i¢in kullanilan analiz yontemi basit, yliksek miktarda biyoinformatik
yetkinligine ihtiya¢ duymayan ve herkesin kolayca uygulayabilecegi bir yaklasimdir.
Yiiksek ornek sayili havuzlarin analizi i¢in ise -basit yaklasim yeterli olmadigindan- daha

kompleks bir yaklasim secilmistir.
DUSUK ORNEK SAYILI HAVUZLAR

Diisiik 6rnek sayili havuzlar (2 boyutlu 8’li ve 16’l1) i¢cin Miseq platformunda, Miseq
Reporter yazilimi ile hgl9 referans insan genomuna hizalanmis bam dosyalari, IGV
yaziliminda agilarak gozle analiz yapilmistir. Havuzlanmis 6rneklerin analizi i¢in gerekli
olan yiiksek hassasiyet, allel frekans esik degeri 0,02’ye ayarlanarak saglanmistir. IGV’de
MAF (mindr allel frekansi) 0,02°den yliksek varyasyon olan noktalar pozitif olarak kabul
edilmistir. Pozitif sonuglar beklenen genotipler tablosu ile karsilastirilarak havuzlamanin

basarisi incelenmistir.
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YUKSEK ORNEK SAYILI HAVUZLAR

Yiiksek ornek sayili havuzlarda (2 boyutlu 24°lii, 2 boyutlu 32’1i ve 3 boyutlu 8’1i) 0,02 allel
frekans esik degeri yeterli olmadigl icin esik degerini 0,02’nin altina diisiirmek
gerekmektedir. Ancak 0,02 nin altindaki esik degerlerinde ¢ok fazla okuma hatasi kaynakli
yalanct pozitif sonu¢ ¢ikmaktadir. Bu sebeple bu havuzlarin analizinde bu amag igin

gelistirilmis hazir algoritmalar kullanilmigtir.

Veri 2 farkli algoritma ile analiz edilmistir: GATK HaplotypeCaller ve GATK Mutect2
(221). GATK HaplotypeCaller ile yapilan varyant ¢agirma siireglerinde havuz igerisindeki
toplam kromozom sayis1 dikkate alinarak —ploidy parametresi buna gore sekillendirilmistir.
GATK Mutect2 algoritmasinda ise veri 10, 20 ve 30 Phred skorlarina gore filtrelenerek
varyantlarin ¢agrilmasi gergeklestirilmistir; bu sekilde 3 farkli esik degeri kullanilarak 3 adet

sonu¢ elde edilmistir.

GATK HaplotypeCaller analizi ile beraber elde edilen toplamda 4 adet sonug
degerlendirilmistir. GATK HaplotypeCaller analizinin ¢ok fazla sayida yalanci pozitif
urettigi goriilmiistiir. GATK Mutect2 algoritmasinda ise yalanci pozitif oraninin beklendigi
tizere Phred skoru esik degeri yiikseldikge diistiigii, ancak yine yiikselen Phred skoru esik
degeri ile birlikte hassasiyetin de azaldig1 goriilmiistiir. En ideal sonucun GATK Mutect2 ve
Phred skoru 20 olan analiz oldugu goriilerek analizlerin tamami bu sonuglar ile yapilmistir;
algoritma sonucunda iretilen vcf dosyalar1 IGV yaziliminda agilarak analiz

gerceklestirilmistir.
4.2.2. FAMILYAL HIiPERKOLESTEROLEMIi HASTA GRUBU

Familyal hiperkolesterolemi hasta grubu mutasyon taramasi ¢alismasi ig¢in 2 boyutlu 8’1i

havuz yaklasimi se¢ilmistir.

4.2.2.1. DIZINLERIN VE HAVUZLARIN OLUSTURULMASI

Secilen 256 adet FH belirtisi olan 6rnek (6rnek kodlart LO01-L256 arast), 8x8’lik 4 adet
dizin igerisine dagitilmistir. 64 adet kontrol 6rneginden (6rnek kodlar1 L257-1.320 arasi) ise
1 adet 8x8’lik dizin olusturularak toplam 5 adet 8x8’lik dizin elde edilmistir. Dizin

igerisindeki 6rnekler X ve Y diizleminde, her bir 6rnekten 8 kanalli pipet yardimi ile 25°er
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ul alinmak sureti ile 0,2 ml hacimli 8’li strip tiiplerde birlestirilerek, 8 drnek i¢eren toplam
200 pl hacimli 6rnek havuzlari olusturulmustur. Vorteks yardimi ile iyice karistirilmigtir ve
her bir havuza bir kod verilmistir. Bu sekilde her bir 8x8’lik dizin i¢in 16 adet havuz, toplam
5 dizin i¢in de 80 adet havuz olusturulmustur. ilk 64 6rnegin olusturdugu dizin igin

olusturulan havuzlar ve havuz kodlar1 Sekil 4.3.‘te gosterilmistir.

> [X1-1

H
[«
(€5
H
H
[«
=
NJ
H
D
(45
w
r
[«
Y
S
+
(6]
r
[«
()]
+
N
+
co

> | X1-2

.
[«
[«
X
.
[«
=
P
.
[«
=5
>
-
[«
=
N
r_
H>
w
-
[«
H=
B
-
H>
(€]
-
H=
()]
A

~
D

LX1-3

r
[«
=23
H
[«
=
co
.
[«
=3
w
.
[«

T

[«
+
N
'_.\
.
[«
NI
N
+
No
w
+
NI
s
A 4

~
D
D
o}

> [X1-4

r
[«
N
4
-
g

)
)]
-
[«
NJ
-
[«

)

G
+
N)
85}
-
[«
S5}
D
+
[#8)
(5
+
S5}
N
Y

-
=+
D
28]
[0 4]
=+
[#9]
[{s]
%

#» LX1-5

r
[«
O
(5]
H
[«
1=~
i 9
H
[«
O
(]
H
[«
153
d
=+
9]

TEOR TR 2 T EOA3 T HORA T HORS T HOA 6 LOAF OR8> LX1-6

TEOAOT 050052 653054055656 LX1-7

Lo 7 LOC O Lo O | W a¥alal L
Lup /s LUyo LupJ LU v | =

> |X1-8

'..\
H
[«
N
H
w
H
H

A\ 4 A\ 4 A\ 4 A\ 4 \ 4 \ 4 \ 4 A 4

LY1-1 LY1-2 LY1-3 LY1-4 LY1-5 LY1-6 LY1-7 LY1-8

Sekil 4.3. Ik 64 érnek i¢in olusturulan havuzlar ve havuz kodlar

4.2.2.2. MOLEKULER CALISMA

Familyal hiperkolesterolemi hasta grubu mutasyon taramasi molekiiler ¢alismasi i¢in elde
edilen havuzlardan sirasi ile DNA izolasyonu, PCR, NGS ve NGS veri analizi asamalar1

gergeklestirilmistir.
4.2.2.2.1. DNA IZOLASYONU

Ornek sayisinin az, érnek basina kurulacak PCR sayisinin fazla olmasi sebebiyle validasyon
caligmasinda oldugu gibi kandan direkt PCR yaklagimi yerine, kanlardan DNA izolasyonu
gerceklestirilip, sonraki basamaklara izole edilmis kanlar ile devam edilmesi yaklagimi

tercih edilmistir.
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Kandan DNA izolasyonlari, havuzlardan elde edilen 200 pl kan ve QlAamp DNA Mini Kit
(Qiagen GmbH) kullanilarak gerceklestirilmistir. Elde edilen izolatlar -20°C’de muhafaza

edilmistir.
4.2.2.2.2. PCR

6 genin toplamda 59 kodlayan ekzonu bulunmaktadir. Tiim kodlayan bolge ile birlikte
ekzon-intron kesigim bolgererinden en az 20’ser bazi kapsayacak sekilde toplamda 36 adet
PCR reaksiyonu i¢in 36 ¢ift primer tasarlanmistir (LIPA i¢in 9, LDLRAP1 i¢in 6, APOA2
icin 1, ITIH4 i¢in 8, GHR i¢in 8 ve PPP1R17 i¢in 4 ¢ift). Tasarim i¢in hg38 referans insan
genomu ve Primer Designer V2.0 (Scientific & Educational Softwarre) yazilimi
kullanilmistir. Amplikon boylar1 234 bp ile 2.100 bp arasinda degismektedir. Primerlerin

dizileri ve elde edilen amplikonlarin boylar1 EK 1°de verilmistir.

Polimeraz olarak MyTaq Hot Start (Bioline Inc.) polimeraz kullanilmistir. Reaksiyon

kosullar1 Cizelge 4.4.’te gosterilmistir.

Cizelge 4.4. PCR Reaksiyon kosullari

Reaksiyon bileseni Miktar (ul)
dH20 15,8
5x Reaksiyon tamponu (MyTaq) 5
Ileri primer (5 uM) 1
Geri primer (5 uM) 1
DNA Polimeraz Phirell (0,2u/pl) 0,2
DNA 2
Toplam 25

5x Reaksiyon tamponu igerisinde yeteri miktarda MgClz (15 mM) ve dNTP karisimi (her

birinden 5 mM) oldugu i¢in bu bilesenlerden fazladan eklenmemistir.

Isil dondiiriicii cihaz olarak T100 1s11 dondiiriicii (Biorad Inc.) kullanilmistir. Kullanilan

protokol Cizelge 4.5.’te gosterilmistir.

PCR sonrasi reaksiyonlar %2’lik agaroz jel elektroforezi ile kontrol edilmis, basarisiz
reaksiyonlar tekrar edilmistir. Her havuza ait basarili reaksiyonlar birlestirilerek, havuza ait
tim amplikonlarin tek bir tiipte toplanmasi saglanmigtir. Birlestirme sirasinda her
amplikonun karigim i¢inde kabaca esit miktarda temsil edilmesi i¢in reaksiyon verimliligi

ve amplikon boylar1 g6z 6niinde bulundurulmustur; zayif amplifikasyon gdsteren ve boyu
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daha biiyiik olan PCR iiriinlerinden daha fazla alinarak karisim olusturulmustur. Bu sekilde
toplam 80 havuzun her biri icin, i¢inde 6 gene ait kodlayan bdlge ve ekzon-intron kesisim

noktalarinin PCR amplikonlarini i¢eren 80 adet PCR havuzu olusturulmustur.

Cizelge 4.5. Is1l dondiiriicii protokolii

Sicaklik Siire (dk:sn) Dongii sayist
95°C 10:00 1
95°C 00:45
60°C 00:45 45
72°C 00:45
72°C 10:00 1
4°C o 1
4.2.2.2.3. NGS

NGS ¢aligmasi i¢in boliim 4.2.1.2.2. tarif edilen yontemin aynis1 kullanilmistir.
4.2.2.2.4. NGS VERI ANALIiZI

NGS analizinde, boliim 4.2.1.2.3.’te tarif edilen, diisiik 6rnek sayili havuzlar i¢in yapilan
analizi yaklasimi kullanilmigtir; Miseq platformunda, Miseq Reporter yazilimi ile hgl9
referans insan genomuna hizalanmig bam dosyalari, IGV yaziliminda agilarak gozle analiz
yapilmistir. Havuzlanmis 6rneklerin analizi igin gerekli olan ytiksek hassasiyet, allel frekans

esik degeri 0,02’ye ayarlanarak saglanmistir (Sekil 4.4.).

IGV de 0,02 ve daha yiiksek MAF’l1 olarak belirlenen noktalar pozitif olarak kabul
edilmistir. Pozitif noktalardaki bulunan degisikligin popiilasyon allel frekansi, 1000 Genome
Projesi (222) faz3 verilerine gore sayet 0,02°nin {izerindeyse, degisiklik yaygin bir
polimorfizm olarak degerlendirilerek ¢aligma dig1 birakilmistir. Popiilasyon allel frekansi
0,02 ve altinda olan degisiklikler ise mutasyon olarak degerlendirilmis ve pozitif olarak

degerlendirilen havuzlar dizin tablosuna islenmistir.
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Sekil 4.4. Ornek IGV analizi

POZITIiF ORNEKLERIN TESPITI iCIN ORNEK SECIMI

X ve Y diizlemlerinden alinan pozitif sonuglara gore pozitifliklerin kesistigi nokta veya
noktalarda bulunan ornekler, hem dogrulanma hem de zigozitenin belirlenmesi i¢in
secilmistir. Ornek olarak LX4-8 ve LY4-4 havuzlarinda, LIPA geninin 7. ekzonunda 12521
mutasyonu tespit edildigi i¢in, L252 nolu Ornek tek basina LIPA geni 7. ekzonunun

dizlenemesi i¢in secilmistir (Sekil 4.5.).

Birden fazla ayn1 mutasyon i¢in pozitif 6rnek barindiran havuzlarda, hangi drneklerin pozitif
oldugunu tespit etmek i¢in birden fazla kesisim noktasinin dizilenmesi gerekmektedir.
Mesela LDLRAP1 geninde R238W mutasyonunun LX1-4, LX1-6, LY1-2 ve LY1-4
havuzlarinda tespit edilmesi sonucunda, her ne kadar gercekte bu durum 2 6rnegin pozitif

olmasindan kaynaklansa da (L028 ve L042) bunun ortaya ¢ikartilabilmesi i¢in kesisim
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noktalarinda bulunan 4 6rnegin de (L026, L028, L042 ve L044) dizilenmesi gerekmektedir
(Sekil 4.6.).

L193 | L194 | L195 | L196 | L197 | L198 | L199 | L200 | LX4-1

L201 | L202 | L203 | L204 | L205 | L206 | L207 | L208 | LX4-2

L209 | L1210 | L211 | L212 | L213 | L214 | L215 | L216| LX4-3

L217 | L218 | L219 | L220 | L221 | L222 | L223 | L224 | [X4-4

L225 | 1226 | L227 | L228 | L1229 | L230 | L231 | L232 LX4-5

L233 | L234 | L235 | L236 | L237 | L238 | L239 | L240 | LX4-6

L241 | L1242 | L243 | L244 | L245 | L246 | L247 | L248 LX4-7

L249 | L250 | L251 | L252 253254255 256 LX4-8

LY4-1 LY4-2 LY4-3 LY4-4 LY4-5 LY4-6 LY4-7 LY4-8

Sekil 4.5. 1.252 nolu 6rnegin dogrulanma ve zigozite belirlenmesi i¢in segimi

LO01 | LOO2 | LOO3 | LOO4 | LOOS | LOO6 | LOO7 | LOO8 | LX1-1

LO09 | LO10 | LO11 | LO12 | LO13 | LO14 | LO15 | LO16 | LX1-2

LO17 | LO18 | LO1S | LO20 | LO21 | LO22 | LO23 | LO24 | LX1-3

LO25 |-+G26--1.027-|-L028 0291030 11031032~ LX1-4

LO33 | LG34 | LO35 | LO36 | LO37 | LO38 | LO39 | LO40 | LX1-5

LO41

L0451 1046~ L0471~ 048 LX1-6

r-
I

-
B
w
=

LO49 | LG50 | LO51 | LOS2 | LOS3 | LO54 | LO55 | LO56 | LX1-7

LO57 | LG58 | LO5S | LO60 | LO61 | LO62 | LO63 | LO64 | LX1-8

LY1-1 LY1-2 LY1-3 LY1-4 LY1-5 LY1-6 LY1-7 LY1-8

Sekil 4.6. L026, L028, L042 ve L044 nolu 6rneklerin dogrulanma ve zigozite belirlenmesi
i¢in se¢imi
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Kisacasi ayni mutasyonun tespit edildigi biitiin havuzlarin dizin igindeki biitiin kesigim

noktalarindaki 6rnekler, bir sonraki agama igin se¢ilmistir.

4.2.2.3. POZITiF ORNEKLERIN TESPIiTI

Havuzlarin ¢alisilmasi sonucunda belirlenen pozitif havuzlara gore secilen 6rneklerin sadece
mutasyonu tasityan amplikonlar1 teker teker dizilenerek pozitif ornekler tespit edilmis,

dogrulanmis ve zigoziteleri belirlenmistir.

Yontem olarak -lic noktada farklilik ile birlikte- havuzlama validasyonu calismast igin
4.2.1.’de tarif edilen yontem kullanilmistir. Birinci farklilik dizin olusturma; havuzlama
validasyonunda ¢alisilan materyal 6rnek havuzlari iken pozitif 6rneklerin tespitinde 6rnekler
teker teker calistlmustir. Ikinci farklilik calisilan bolge; havuzlama validasyonunda sadece
LDLR geninin 4. ekzonu dizilenirken pozitif 6rneklerin tespitinde her bir 6rnek i¢in hangi
genin hangi ekzonunda/ekzonlarinda pozitiflik tespit edilmigse o amplikon dizilenmistir, bu
sebeple PCR i¢in boliim 4.2.2.1.2.”de tarif edilen yontem kullanilmustir. Ugiincii farklilik ise
analiz; havuzlama validasyonunda havuzlama sonucunda gereken hassasiyet artirimi i¢in
0,02 ye dugiirilen allel frekans esik degeri pozitif orneklerin tespitinde sadece

heterozigot/homozigot ayrimi i¢in yeterli olan 0,2 de tutulmustur.
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5. ARASTIRMA BULGULARI
5.1. HAVUZLAMA VALIDASYONU
5.1.1. JEL ELEKTROFOREZI

LDLR geni 4. ekzon i¢in yapilan PCR’larin agaroz jel elektroforezi sonunda elde edilen
ornek jel goriintiisti Sekil 5.1.’de gosterilmistir; 6rnek jelde 48 adet PCR firiinii 100 bp’lik

DNA merdiveni ile yiiriitiilmiistiir.

o e Gus GER =S = = = — G SR G GRS G g — -~
»

'

.-------- GED GEp Ny WS WD eEn WS e e

-

!

B Ty WD TED GED W TS NS S Lot T . —

Sekil 5.1. Havuzlama galismasi 6rnek jel goriintiisii

5.1.2. NGS VERI ANALIiZi

Analiz sonras1 tespit edilen pozitif havuzlarin ve bilinen 6rnek genotiplerinin dizin tablosuna
islenmistir. Dizin tablosunda genotipi bilinen pozitif 6rnekler kirmizi ¢erceveye alinmistir;
iist kisma bilinen genotip, alt kisma da X ve Y boyutlarinda tespit edilen mutasyon
yazilmistir. Ayni dizin i¢ine birden fazla an1 mutasyona sahip 6rnek diismesi durumunda
olusan kesisim noktalart birden fazla oldugundan, sadece 2D08 ve 2D16 gruplar i¢in alt
hiicrelerin hepsine mutasyon isimleri yazilmamis, bunun yerine mutasyonlar renk kodlar ile
belirtilmistir. Diger gruplar i¢in -kesisim noktalarinin sayist ¢ok fazla oldugundan- boyle bir

renk kodu yapilmamustir. Tekrarlanabilirlik ¢alismasi igin rastgele dagitilmayip belirli yerler
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yerlestirilen 6rnekler ise tabloda sar1 ve turuncu olarak isaretlenmistir. Her 2 boyutun birinde

dahi tespit edilemeyen 6rnekler kirmizi olarak isaretlenmistir

5.1.2.1. 2D08
2D08 galigmasi i¢in hazirlanan dizin tablosu EK 2‘de gosterilmistir.
Calisma ile ilgili istatistikler Cizelge 5.1.‘de verilmistir.

Cizelge 5.1. 2D08 analiz istatistikleri

Toplam 6rnek 512
Toplam havuz 128
Pozitif havuz 74
Pozitif 6rnek 54
Tespit edilen pozitif drnek 54 (%100)
Yapilmasi gereken dizileme 512
Yapilan dizileme 196 (%38)
Maksimum kapsam 493
Minimum kapsam 37.830
Ortalama kapsam 8.839
Maksimum MAF (homozigot) 0,28
Maksimum MAF (heterozigot) 0,20
Minimum MAF 0,02
Ortalama MAF 0,10

2D08 calismasi sonucunda, havuzlama yaklagimi kullanilmadan yapilmasi gereken dizileme

sayisinin %381 yapilarak pozitif 6rneklerin %100’ tespit edilebilmistir.
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5.1.2.2. 2D16
2D16 galismasi i¢in hazirlanan dizin tablosu EK 3‘te gosterilmistir.
Calisma ile ilgili istatistikler Cizelge 5.2.‘de verilmistir.

Cizelge 5.2. 2D16 analiz istatistikleri

Toplam 6rnek 512
Toplam havuz 64
Pozitif havuz 55
Pozitif 6rnek 54
Tespit edilen pozitif drnek (2 boyuttan en az birinde) 53 (%98)
Tespit edilen pozitif drnek (2 boyutta da) 51 (%94)
Yapilmasi gereken dizileme 512
Yapilan dizileme 176 (%34)
Maksimum kapsam 43152
Minimum kapsam 1274
Ortalama kapsam 10291
Maksimum MAF (homozigot) 0,15
Maksimum MAF (heterozigot) 0,10
Minimum MAF 0,02
Ortalama MAF 0,06

2D16 calismasi sonucunda, havuzlama yaklagimi kullanilmadan yapilmasi gereken dizileme

sayisinin %34’ yapilarak pozitif drneklerin %94’ tespit edilebilmistir.
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5.1.2.3. 2D24
2D24 ¢alismasi i¢in hazirlanan dizin tablosu EK 4‘te gosterilmistir.
Calisma ile ilgili istatistikler Cizelge 5.3.‘te verilmistir.

Cizelge 5.3. 2D24 analiz istatistikleri

Toplam 6rnek 576
Toplam havuz 48
Pozitif havuz 47
Pozitif 6rnek 62
Tespit edilen pozitif drnek (2 boyuttan en az birinde) 59 (%95)
Tespit edilen pozitif drnek (2 boyutta da) 47 (%76)
Maksimum kapsam (filtre sonrasi) 5168
Minimum kapsam (filtre sonrasi) 624
Ortalama kapsam (filtre sonrasi) 2456
Maksimum MAF (homozigot) 0,087
Maksimum MAF (heterozigot) 0,067
Minimum MAF 0,004
Ortalama MAF 0,033
Tespit edilen yalanci pozitif, X ekseni 11
Tespit edilen yalanci pozitif, Y ekseni 15
Tespit edilen yalanci pozitif, X-Y eksenleri ortak 0

2D24 g¢aligmasi sonucunda, havuzlama yaklasimi kullanilarak yapilmasi gereken dizileme
sayisi, hassasiyetin diisiik ve dizin i¢indeki pozitif 6rnekler -tarama testinde olmamasi
gerekecek kadar- fazla olmasi sebebi ile hesaplanmamustir. Pozitif 6rneklerin %76’s1 tespit

edilebilmistir.
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5.1.2.4. 2D32
2D32 ¢alismasi i¢in hazirlanan dizin tablosu EK 5‘te gosterilmistir
Calisma ile ilgili istatistikler Cizelge 5.4.‘te verilmistir.

Cizelge 5.4. 2D32 analiz istatistikleri

Toplam 6rnek 1024
Toplam havuz 64
Pozitif havuz 64
Pozitif 6rnek 108
Tespit edilen pozitif drnek (2 boyuttan en az birinde) 90 (%83)
Tespit edilen pozitif 6rnek (2 boyutta da) 30 (%28)
Toplam heterozigot 6rnek 94
Toplam homozigot 6rnek 14
Toplam tespit edilen heterozigot 6rnek 20 (%21)
Toplam tespit edilen homozigot 6rnek 10 (%71)
Maksimum kapsam (filtre sonrasi) 6609
Minimum kapsam (filtre sonrasi) 1467
Ortalama kapsam (filtre sonrasi) 3688
Maksimum MAF (homozigot) 0,058
Maksimum MAF (heterozigot) 0,041
Minimum MAF 0,003
Ortalama MAF 0,028
Tespit edilen yalanci pozitif, X ekseni 23
Tespit edilen yalanci pozitif, Y ekseni 19
Tespit edilen yalanci pozitif, X-Y eksenleri ortak 0

2D32 calismas1 sonucunda, havuzlama yaklasimi kullanilarak yapilmasi gereken dizileme
sayisi, hassasiyetin diisiik ve dizin i¢indeki pozitif 6rnekler -tarama testinde olmamasi
gerekecek kadar- fazla olmasi sebebi ile hesaplanmamustir. Pozitif drneklerin %21°i tespit

edilebilmistir.
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5.1.2.5. 3D08

3D08 caligmasi igin hazirlanan havuzlar 64 6rnekten ve 128 allelden olustugundan dolay1
elde edilen sonuglarda bu seviyede bir analiz yapabilmek icin ¢ok az gergek pozitif ve ¢cok

fazla yalanc1 pozitif oldugu goriilmiis ve analiz yapilmamustir.

5.1.2.6. TEKRARLANABILIRLIK CALISMASI

Calismada tekrarlanabilirlik c¢alismasi icin 2 Ornek rastgele dagitilmamis, 4’er belirli
pozisyona olacak sekilde toplamda 8 pozisyona yerlestirilmistir. 2D32 calismasinda ¢ok
fazla tespit edilemeyen mutasyon oldugu igin (13/32) tekrarlanabilirlik calismasindan

cikartilmistir. Elde edilen dizileme verisindeki allel frekanslart EK 6’da verilmistir.
5.2. FAMILYAL HIPERKOLESTEROLEMIi HASTA GRUBU

5.2.1. JEL ELEKTROFOREZI

FH hasta grubu i¢in yapilan PCR’larin agaroz jel elektroforezi sonunda elde edilen 6rnek jel
goriintlisii Sekil 5.2.’de gosterilmistir; tek bir havuz i¢in yapilan 36 adet PCR {iriinii 100
bp’lik DNA merdiveni ile yiirtitiilmistiir.
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Sekil 5.2. FH hasta gurubu ¢alismasi 6rnek jel goriintiisii
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5.2.2. NGS VERI ANALIiZi

Analizde tespit edilen 8 adet negatif havuz, 72 adet pozitif havuz, bulunan mutasyonlar ve

frekanslar1 EK 7°de verilmistir. Analize ait istatistikler Cizelge 5.5.’te gosterilmistir.

Cizelge 5.5. FH hasta grubu NGS veri analizi istatistikler

Toplam hasta sayisi 256
Toplam kontrol sayis1 64
Toplam 6rnek sayisi 320
Gen sayisi 6
Havuzlama 2 Boyut, 8x8’lik
Toplam havuz 80
Pozitif havuz 72
Toplam mutasyon 150
Toplam mutasyon, LIPA 10 (%7)
Toplam mutasyon, LDLRAP1 68 (%45)
Toplam mutasyon, APOA?2 0 (%0)
Toplam mutasyon, ITIH4 44 (%?29)
Toplam mutasyon, GHR 24 (%16)
Toplam mutasyon, PPP1R17 4 (%3)
Maksimum MAF 0,66
Minimum MAF 0,03
Ortalama MAF 0,12
Toplam mutasyon ¢esidi 40
Toplam mutasyon ¢esidi, LIPA 2 (%5)
Toplam mutasyon ¢esidi, LDLRAP1 10 (%25)
Toplam mutasyon cesidi, APOA2 0 (%0)
Toplam mutasyon cesidi, ITIH4 18 (%45)
Toplam mutasyon cesidi, GHR 9 (%23)
Toplam mutasyon cesidi, PPP1R17 1 (%2)

Tespit edilen toplamda 40 ¢esit mutasyon, genomik pozisyonlari, dbSNP veritabani kodlari,
1000 Genom Projesi faz 3 verilerine gore popiilasyon frekanslar1 ve ClinVar veri tabanina

gore klinik dnemleri EK 8’de gosterilmistir.
5.2.3. POZITiF ORNEKLERIN TESPIiTi

NGS analizi sonucunda secilen 111 6rnekten yapilan pozitiflik tespiti, dogrulama ve zigozite

belirleme caligsmasina ait istatistikler Cizelge 5.6.’da verilmistir.
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Cizelge 5.6. Pozitif 6rneklerin tespiti calismasi istatistikleri

Secilen drnek sayisi 111
Calisilan toplam bolge 134
Pozitif bulunan 6rnek 75
Toplam mutasyon 89
Heterozigot mutasyon 63
Homozigot mutasyon 26

FH hasta grubuna ait toplam 4 adet 8x8’lik dizinin sonuglart Sekil 5.3. ile Sekil 5.6. arasinda
gosterilmistir. Kontrol grubuna ait 1 adet 8x8’lik dizinin sonuglar1 ise Sekil 5.7.°de
gosterilmistir. Pozitif 6rnekler ve tasidiklart mutasyonlara ait hiicreler renkli isaretlenerek
belirtilmistir. Isaretli olmayan ancak sag iist kisimlarinda kirmiz1 belirteg tasiyan drnekler
calisma sonunda mutasyonu tasimadigi tespit edilen orneklerdir. Birden fazla renk ile

isaretlenmis 6rnekler farkli genlerinde birden fazla mutasyon tespit edilmis drneklerdir.

LDLRAP1 174M

B | |
LOO1 | LOO2 | LOO3 | LOO4 | LOOS | LOO6 | LOO7 | LOOS8

LIPA
LIPA

N -y

LOO9 | LO10O | LO11 “012 LO13 | LO14 | LO1S

LDLRAP1 IVS3+1G>T
LO17 | LO18 | LO19 | LO20 | LO21 | LO22 | LO23 | LO24 | LDLRAP1 Q136X

b N LDLRAPl-
L026 | LO27 | LO28 | LO29 | LO30 | LO31 | LO32

LDLRAP1 R238W

ITIHA
LO33 | LO34 | LO35 | LO36 | LO37 | LO38 | LO39 | LO40
ITIH4
‘
LO41 | LO42 | LO43 | LO44 | LO45 | LO46 | LO47 | LO48 ITIH4  INS1245G=A
. GHR

LO49 | LOSO | LO51 | LO52 | LO53 | LO54 | LOS5 | LO5S6 GHR

| | A N Y 2| Y GHR  A613A
LO57 LO59 | LO60 | LO61 | LO62 | LO63 | LOB4
GHR  L622L

Sekil 5.3. FH hasta gurubu 1. 8x8’lik dizin ¢alismas1 sonuglari
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LO65

LO73

LO81

LO66

LO82

LO67

LO68

LO75

LO76

LO83

LO84

LO69

LO70

LO71

LO72

LO85

LO89

LO90

LO91

L092

LO93

LO78

LO94

LO79

LO80

LO87

LO88

LO95

|
LO96

LO97

LO98

LO99

L100

A |
L105

L106

L107

L113

L114

1115

L116

L101

L102

L103

A | A |

L104

L109

L110

1111

L112

|
L117

L118

119

‘
L120

L121

L122

1123

L124

L3125

L126

L127

|
L128

Sekil 5.4. FH hasta gurubu 2. 8x8’lik dizin ¢alismasi sonuglari

L145

L146

1129'| 130 | 1131

L147

L132 | L133 | L134

L135

L136

L142

L143

L144

153

L154

L155

L156

B T

L161

L162

L163

L164

L165

L169

L170

L171

L172

L173

L149 | L150

L151

L152

L159

L160

L166 | L167

L185 | L186 | L187 | L188

L189

L190

L191

L192

Sekil 5.5. FH hasta gurubu 3. 8x8’lik dizin ¢alismas1 sonuglari
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LDLRAP1 174M
LDLRAP1 Q136X
LDLRAP1
LDLRAP1 E217X
LDLRAP1 R238W
LDLRAP1 V290V
ITIH4
GHR
PPP1R17
LIPA
LDLRAP1

LDLRAP1 R238W

ITIH4
ITIH4 G249R
ITIH4
ITIH4 N333N



13153

L201

L209

L217

L225

L194

L210

L226

L195

L196 | L197

L198 | L199 | L200

L203

L204 | L205

L206 | L207 | L208

L211

L212

L2719

L220

L227

L228

L233

L234

L235

L236

Sekil 5.6.

L245

1246 | L247 L248

L253

L254 | L255 | L256

FH hasta gurubu 4. 8x8’lik dizin ¢alismast sonuglari

L257

L258

L259

L260

L261

LIPA
LDLRAP1

LDLRAP1 Q86X
LDLRAP1 Q136X
LDLRAP1 R238W
ITIH4
ITIH4
ITIH4
GHR
GHR

GHR

1262 | 1263 LDLRAP1 E217X
LDLRAP1 R238W

1265 1267 | 1268 | 1269 1271 | 1272 | TiHa -
Y Y ITIH4 G249R
1275 1277 | L1278 | L1279 | L280
ITIH4
1283 1285 | 1286 | 1287 | L2gg| 'TH4
ITIH4
1289 | 1290 | 1291 | 1292 | L1293 | 1294 1296 | | rri
" o ITIHA  W850C
1297 | 1298 | L299 | L300 | L301 | 1302 | 1303 | L304
ITIH4
| | | A |
1305 1307 | L308 | L309 | 1310 | 1311 | 1312 | ITIH4
h | A | ITIH4 P919P
1313 | 1314 | L315 1317 [ 1318 1319|1320 | . -
Sekil 5.7. Kontrol gurubu 8x8’lik dizin ¢aligmasi sonuglari
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Tespit edilen 89 adet genotip ve ornek sayilar1 Cizelge 5.7.”de verilmistir.

Cizelge 5.7. Genotipler ve drnek sayilari

Gen Mutasyon Zigozite Adet
LDLRAP1 | Q136X homozigot 19
LDLRAP1 | R238W heterozigot 14
LIPA 1252 heterozigot 5
GHR R179C heterozigot 3
ITIHA E332K heterozigot 3
LDLRAP1 | S202H heterozigot 3
GHR R229H heterozigot 2
GHR V499M heterozigot 2
ITIHA G249R heterozigot 2
ITIHA P919P heterozigot 2
LDLRAP1 | E217X heterozigot 2
LDLRAPL | I74M homozigot 2
LDLRAP1 | R238W homozigot 2
GHR A613A heterozigot 1
GHR D564E heterozigot 1
GHR E62K heterozigot 1
GHR L622L heterozigot 1
GHR L7L heterozigot 1
GHR M530T heterozigot 1
ITIHA D87D heterozigot 1
ITIHA D892D heterozigot 1
ITIHA E392E heterozigot 1
ITIHA G418S heterozigot 1
ITIHA IVS12+5G>A | heterozigot 1
ITIHA L150L heterozigot 1
ITIHA M358I heterozigot 1
ITIHA N333N heterozigot 1
ITIHA R56X heterozigot 1
ITIHA R689C heterozigot 1
ITIHA T586T heterozigot 1
ITIHA T832M heterozigot 1
ITIHA T896T heterozigot 1
ITIHA V327L heterozigot 1
ITIHA W850C heterozigot 1
LDLRAP1 | c.246delG homozigot 1
LDLRAP1 | IVS3+1G>T | homozigot 1
LDLRAP1 | IVS4-1G>A | homozigot 1
LDLRAP1 | Q86X heterozigot 1
LDLRAP1 | V290V heterozigot 1
LIPA Q298Q heterozigot 1
PPP1R17 | V143M heterozigot 1
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Pozitif bulunan 6rnekler ve genotipleri EK 9’da verilmistir.

Calisma sonunda 320 6rnegin 6 geni taranmis ve 75 drnekte toplamda 89 adet mutasyon
tespit edilmistir. Calisma havuzlama yaklasimi kullanilmadan yapilmis olsaydi 320 6rnek
icin toplamda 11.520 adet amplikonun dizilenmesi gerekirken, havuzlama yaklasimi
sayesinde 80 havuzun taranmasi i¢in 2.880 ve havuzlar i¢cindeki pozitif 6rneklerin tespiti i¢in
134 olacak sekilde toplamda 3.014 amplikon dizileme ile, toplamda dizilenmesi gereken

amplikonun sadece %26’s1 yapilarak ¢alisma tamamlanabilmistir.
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6. TARTISMA VE SONUC
6.1. TARTISMA
6.1.1. DNA DIiZILEME

DNA dizileme, teknolojinin ¢ok hizli gelistigi son 50 yil igerisinde ilk once kesfedilmis,
daha sonra teknolojinin bu hizina ayak uydurarak son derece hizli gelismis ve giiniimiizdeki
halini almistir. i1k kesfedildigi yillarda “insan genomu mutlaka bir giin dizilenecek, ancak
bu yiiz yil, belki de bin yil stirecek™ seklinde diisiinen bazi aragtirmacilara inat, yaklagik 25
y1l sonra Insan Genom Projesi’nin ilk ayag tamamlanmis, yaklasik 45 yil sonra ise de
telomerden-telomere tiim insan genomun kesintisiz dizilimi tamamlanabilmistir (223). Bu
hizl1 gelisimin sebebi, 1. nesil olarak kabul edilen Sanger dizileme ve 2. nesil olan NGS
dizilemenin kendi i¢lerinde logaritmik olarak gelismesi ve bir teknolojiden diger teknolojiye
gecilirken gerceklesen sigrama ile logaritmik gelismenin de 6tesine gegilmesi ile miimkiin
olmustur. 2. nesil hala logaritmik olarak ilerlemeye devam etmektedir, 3. nesil ise gelismeye
devam etse de diger ikisine gore daha yavas gelismektedir ve goriiniise gore etkisi 1. ve 2.

nesil kadar dramatik olmayacaktir.

NGS dizileme, 6zellikle insan genetik hastaliklarinin tanimlanmasi, anlasilmasi, 6nlenmesi,
tedavi olanaklarinin gelistirilmesi vb. alanlarda gegmiste hayal dahi edilemeyecek bir etkide
bulunarak insanliga ¢ok biiyiik bir katki saglamistir. Kisa bir siire 6ncesine kadar pahali ve
zor olan genetik caligsmalara ait kaynaklarin insan i¢in sadece hastalar ve hastaliklar i¢in
kullanilmasinin gerektigi, bu kaynaklarin saglikli insanlar {izerinde ¢aligma yapilmamasini
gerektirecek kadar kiymetli oldugunu diisiinen bir ¢ok arastirmacinin fikri, NGS dizilemenin
isleri ¢ok daha ucuz, kolay, hizli ve ulasilabilir hale getirmesi sebebi ile hizla degismistir ve
degismektedir. Bu baglamda son yillarda artan nutrigenetik, sporcu genetigi vb. hastalik
odaginda olmayan c¢aligmalar disinda, her ne kadar hastalik odakli olsa da hasta odakli
olmayan kalitsal hastalik tasiyici tespiti ¢aligmalart da hem yayginlagmis hem de insanlarin
hizmetine sunulmaya baslanmistir; birgok merkez 6zellikle yeni evlenen veya evlenmeyi
diisiinen saglikli ciftler i¢in genis kapsamli tasiyicilik tarama testlerini insanlarin hizmetine
sunmaya baslamislardir. Her ne kadar bu tip testler cogu birey tarafindan karsilanabilecek
maliyetlerde olsa da genis kapsamli popiilasyon tasiyicilik tarama programlart i¢in hala ok

pahali testlerdir. Bu noktada havuzlama yaklasimi ile birlestirilen NGS dizileme
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teknolojisinin yakin gelecekte bu maliyet problemini ¢ozerek, genis kapsamli toplum
taramalariin devletler tarafindan genis kitleler iizerinde uygulanmasina olanak saglayarak
tasiyici bireylerin tespit edilmesine ve hastaliklarin olusmadan 6nce engellenmesine olanak

saglayacag1 ongoriilebilir.
6.1.2. HAVUZLAMA VALIDASYONU CALISMASI

Bu c¢alisma ile havuzlama yaklasimi ve NGS dizileme teknolojisinin beraber
kullanilabilirligi gosterilerek siirlarinin belirlenmesi amaglanmistir. Bunda kismen basarili
olunmustur; her ne kadar daha 6nce genotiplendirilmis ¢ok sayida 6rnek kullanilarak yapilan
caligma sonucunda giivenli tarama caligmalar1 yapilabilecegi gosterilmis olsa da sinirlart
konusunda ancak kaba bir fikir elde edilebilmistir. Calisma sonunda 8’li havuzlar
olusturmanin hassasiyeti ¢ok yiiksek olarak degerlendirilmis (%100), 16’1 havuzlar
olusturmanin hassasiyeti ¢ok yliksek olarak bulunmasa da (%94 - %98) yine de bir tarama
calismasi igin kabul edilebilir seviyede oldugu sonucuna varilmis, 24°lii havuzlar
olusturmanin diisiik hassasiyet (%95 - %76) ve yiiksek yalanci pozitif sonug¢ vermesi sebebi
ile fayda ve zarar degerlendirilmesi ¢ok iyi yapilmak sureti ile ancak kullanilabilecegi
sonucuna varilmis, 32°li ve daha yiiksek havuzlar olusturmanin ise, hassasiyetin tarama
calismasi i¢in bile olsa kabul edilebilir bir seviyede olmadigr (<%71) i¢in tamamen

mantiksiz oldugu sonucuna varilmaistir.

Kisacas1 bu sonuca goére 8-16’11 havuzlar lizerine ¢ikmamak gerekmektedir. Ancak bu
calisma yiiksek hassasiyet olusturacak kosullar saglanarak yapilan bir ¢alisma olmak yerine;
NGS teknolojisine sahip herhangi bir laboratuvarin gergeklestirebilecegi sekilde basit, hizl,
diisiik ¢alisma ve tasarim maliyetli olacak sekilde tasarlanmig bir calismadir. Bu sebeple
teknolojinin siirin1 8-16’l1 havuzlama seklinde diisiinmek ¢ok yanlis olacaktir; bir takim
gelistirme ve calismaya eklenen bazi yaklasimlar ile elde edilebilecek ¢ok daha hassas bir
caligma sayesinde, ¢cok daha yliksek sayida havuzlar olusturularak giivenle tarama yapmak
miimkiindiir. Bu g¢alismanin hassasiyetini diisiirdiigli disiiniilen sebepler, yapilabilecek
gelistirmeler ve stlirece eklenebilecek yaklagimlar bu ¢alismada tercih edilmeme sebepleri ile

birlikte asagida tartisilmistir.
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6.1.2.1. DAHA DENGELi HAVUZLARIN OLUSTURMASI

Havuzlamanin basarisinin arttirilmasi i¢in 6n kosul dengeli havuzlarin olusturulmasi, yani
havuzlar igindeki tiim orneklerin esit miktarda temsil edilmesidir. Sayet bu saglanamazsa
bundan sonraki asamalar hassasiyeti ne kadar arttiracak dnlemler igerse de basar1 diisiik
olacaktir; havuzlar i¢inde az miktarda temsil edilen pozitif 6rneklerin tespit edilme sansi

diisiik olacaktir.

Genetik caligmalar i¢in iki seviyede havuz olusturma yapilabilir; kan veya DNA izolati. En
dengeli havuzlar DNA’lar1 ayn1 yontem ile izole edilip, nitelik ve nicelik olarak
degerlendirilen orneklerin karistirilmasi ile olusturulabilir; nitelikleri benzer olan 6rnekler
birbiri ile karistirilacak sekilde ve nicelikleri géz oniinde bulundurularak karistirilirsa ¢ok
dengeli havuzlar olusturmak miimkiindiir. Ancak bu hem maliyeti hem de is giiciinii arttirict
bir faktordiir; bu durumda her 6rnekten DNA izolasyonu yapilip, bir de DNA izolatlarinin
hem nicelik hem de nitelik olarak degerlendirilmesi gerekmektedir. Bu da bir tarama testinde
olmasi gereken pratiklik ve diisiik maliyet 6zelligine aykiridir. Bu sebeple -her ne kadar bir
miktar denge problemi olustursa da- tarama amacli genetik bir havuzlama ¢alismasinda
orneklerin kan seviyesinde karistirilarak havuzlarin olusturulmasinin daha uygun olacagi
disiiniilebilir (DNA seviyesinde karistirmak yerine kan seviyesinde karistirip, olusacak
dengesizligin telafisi i¢in daha diisiik 6rnek igeren havuzlama yaklasimi kullanmak ¢ogu

zaman ¢ok daha verimli olacaktir).

Kanlarin karistirilmasi noktasinda dikkat edilebilecek ve/veya yapilabilecek seyler vardir.
Mesela farkli kosullarda saklanmis/muamele edilmis kanlarin karistirilmamasi (eski kanlar
ile yeni kanlarin veya dondurulmus kanlar ile dondurulmamais kanlarin karistirilmamasi gibi)
veya taze kanlarin beyaz kiire sayimi yapilarak ve oérneklerin havuz i¢indeki miktarlarinin,
kandaki DNA’nin nerdeyse tamamini olusturan beyaz kiire sayimlarina gore ayarlandigi bir
havuz olusturma metodu kullanilabilir. Beyaz kiire sayim1 da maliyeti arttirict bir etken
olmakla beraber, DNA izolasyonu ile birlikte DNA nicelik ve nitelik tayinine gére daha ucuz

ve pratik bir yontemdir.

Calismada sayet sadece DNA’nin izole edilmesi ancak nitelik ve nicelik agisindan
degerlendirilmemesi planlaniyorsa, bunun yerine kan seviyesinde karistirma yapmak daha

uygundur; ¢linkii kan 6rnekleri (6zellikle ayni sekilde saklanmis/muamele edilmis ise) DNA
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izolatlarina gore cok daha standarttir. Saglikli bir bireyde kandaki beyaz kiire miktari
mikrolitre basina 4-10 x 10* seviyesindedir ve ¢ogu durumda iki saglikl1 bireyin beyaz kiire
miktarlar arasinda ¢ok az fark vardir (yapilan bir ¢alismada 34 binden fazla saglikli bireyin
beyaz kiire ortalamas1 5,6 x 10* ve standart sapma 1,4 x 10 olarak bulunmustur, yani sadece
%?25°1ik bir standart sapma vardir (224)). Ancak DNA izole edildigi zaman Ornekler
arasindaki nicelik ve nitelik farklari daha fazla agilabilmektedir; bu sebeple sayet DNA
izolatlar1 kullanilacaksa mutlaka nicelik ve nitelik tayini yapilmali, sayet ikisi birden
yapilamiyorsa nicelik tayini mutlaka yapilip karistirilacak 6rnekler ve karistirma miktarlar

ona gore belirlenmelidir.

Validasyon calismasinda (FH grubu hasta ¢alismasinda da ayn1 sekilde) pratiklik ve diisiik
maliyete daha fazla 6nem verildigi icin DNA izolatlar1 kullanilmasi hi¢ diisliniilmemistir.
Ancak bu tez ¢alismasinda kullanilan 6rneklerin tamam yaklagik 2 yillik bir siire icerisinde
toplanmis ve havuzlar 6rnekler toplandiktan yaklasik 3 yil sonra olusturulmus oldugu i¢in
ornekler arasinda ciddi bir fark olugsmustur. Bu siire zarfinda kan orneklerinin oda
sicakliginda saklanmis olmasi da bu farki daha fazla agan bir etken olmus olabilir. Sayet
bunun yerine ¢ok daha benzer kosullarda saklanmis kan 6rnekleri (miimkiinse taze kan
ornekleri) kullanilmig olsaydi daha dengeli havuzlarin olusturulabilecegi ve bulunan

hassasiyetin daha yliksek olabilecegi diisiiniilmektedir.

6.1.2.2. PCR

PCR yonteminin 1985 yilinda gelistirilmesi, molekiiler genetik alanindaki en 6nemli doniim
noktalarindan biridir. Genomik DNA’y1 -¢ok biiyiik bir molekiil oldugu i¢in- yiiksek kopya
sayilarinda elde etmek miimkiin degildir; 1 mol insan haploid genomu yaklasik 1 milyon
tondur (300 m’lik 4-5 adet yiik gemisinin toplam agirlig1). Bu da Genomik DNA’dan yapilan
caligmalarin ¢ok az sayida molekiilden yapilma sorununu beraberinde getirmektedir. Bu
soruna PCR yontemi ¢ok ideal bir ¢oziim getirmistir; PCR genomik DNA’nin sadece
ilgilenilen bolge veya bolgelerinin kopya sayisim1 milyonlarca/milyarlarca arttirarak
yapilacak tespiti ¢ok daha kolay hale getirmektedir. Kesfedildigi ilk yillardan itibaren hizla
yaygimlasmistir ve giiniimiizde icerisinde PCR veya PCR benzeri bir asama olmayan

molekiiler genetik bir ¢alisma neredeyse hi¢ kalmamastir.
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PCR’m avantajlar1 ¢ok fazla olmasina ragmen dezavantajlar da vardir. Bu dezavantajlar

asagida tartigtlmistir.

6.1.2.2.1. POLIMERAZ HATALARI

DNA polimeraz enzimleri az da olsa hata yapabilmektedir; yani DNA replikasyonu sirasinda
olmamas1 gereken bir niikleotidi olmamasi gereken bir yere ekleyebilmektedir. Bu hata
oranlar1 her ne kadar polimerzdan polimeraza ve reaksiyon kosullarina gore degisiklik
gosterse de genel olarak 10° ile 10 arasinda bir degerdedir (225); yani DNA polimeraz
enzimleri yaklasik olarak 10 bin ile 1 milyonda 1 niikleotidi yanlis ekleyebilmektedirler. Bu
oran ¢ok az olmasina ragmen genomik DNA’nin igermis oldugu niikleotid sayis1 géz online
alindigi zaman ashinda c¢ok yiiksektir. Ancak hiicre icinde bulunan DNA tamir
mekanizmalar1 bu tip DNA polimeraz hatalarinin tamamina yakinini tespit edip diizeltir; bu

sekilde hata oran1 10 seviyelerine kadar diisiiriilmiis olur (226).

Hiicre dis1 reaksiyon ortamlarinda DNA tamir mekanizmalari olmadigi i¢in DNA polimeraz
kaynakli hatalar direkt olarak sonuca yansiyabilmektedir. Her ne kadar 10 binde 1 hata hala
cok diisiik bir oran gibi goriinse de (%0,01) aslinda boyle degildir; ¢linkii bir ondeki dongiide
yeni olusturulan DNA zincirinin bir sonraki dongiide kalip olarak kullanildig1 zincirleme
reaksiyon mantigina gore yapilan hatalar da dongiiler boyunca birikerek artar. Bu sekilde
biriken hatalar sonucunda kullanilan polimeraz enziminin 06zelligine ve reaksiyon
kosullarina gore hata oran1 102 veya daha yiiksek seviyelere bile ¢ikabilmektedir. Sadece
PCR kaynakli hata oranm1 bu kadar yiiksek olan bir ¢caligmada ise havuzlama yaklagimini

kullanmak miimkiin degildir.

PCR sirasinda olusan polimeraz hatalarint minimuma indirmek i¢in yapilacak iki temel sey
vardir; hata orani diisiik, hata diizetme &6zelligine sahip (Ing. proofreading) DNA polimeraz
enzimi kullanmak ve hatalarin birikmesini engelleme amagli olarak diisiik dongii sayisina

sahip 1s1l dondiiriicli protokolleri kullanmak.

Validasyon calismasinda pratiklik ve maliyet g6z oOnilinde bulunduruldugu i¢in DNA
izolasyonu olmadan kandan direkt PCR yapilmistir. Ancak kandan direkt PCR yapabilmek
i¢in bu amag i¢in 0zel olarak gelistirilmis, tam kan icerisinde bulunan ve PCR’1 engelleyen

inhibitorlere dayanikli bir DNA polimeraz enzimi kullanilmasi gerekmektedir; ki bu
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enzimlerden de ¢ok fazla yoktur, secenek azdir. Calismada kullanilan ve kandan direkt PCR
yapmaya uygun bir DNA polimeraz olan Phrire Il DNA polimeraz enziminin de hata
diizeltme 0zelligi yoktur. Sayet kandan direkt PCR yapilmasaydi hata diizeltme 6zelligine

sahip bir DNA polimeraz enzimi segilerek hassasiyet seviyeleri arttirilabilirdi.

6.1.2.2.2. ALLEL DROP-OUT

PCR’1n bir dezavantaj1 da allel drop-out olabilmesi, yani PCR reaksiyon karigimi igerisine
eklenen kalip DNA’daki bir allelin, PCR sonunda elde edilen amplikonlar igerisinde hig
bulunmamasi veya oransal olarak daha az bir oranda temsil edilmesi durumudur (227). PCR
bir zincirleme reaksiyon oldugu igin baslangi¢ durumundaki kiigiik farkliliklarin reaksiyon
sonucunda biiyiik farklara doniismesi potansiyelini barindirmaktadir. Genomik DNA’nin
PCR ile amplifiye edilecek bolgesi farkli allellerde birbirine ¢ok benzese de farkl: allelerin
en az bir noktasinda farklilik bulunur (yoksa zaten farkl allel olmazlardi). Bu farklilik her
ne kadar kiiciik olsa da bazi allellerin verimli bir sekilde amplifiye olmasin1 engelleyerek
reaksiyon sonucunda tespit limitlerinin altinda kalacak sekilde azalmasina sebep olabilir.
Allel drop-out riskini minimize etmek igin bazi O6nlemler alinabilse de (iyi bir primer
tasarimy, ilerleyiciligi (Ing. processivity) yiiksek bir DNA polimeraz kullanmak, daha diisiik
dongii sayisia sahip 1s1l dondiiriicii protokolii kullanmak vb.) bu riski tamamen ortadan

kaldirmak miimkiin degildir.

Validasyon calismasinda primer tasarimi kisminda 6zen gosterilmis ve ilerleyiciligi yliksek
bir DNA polimeraz enzimi kullanilmistir. Ancak amplikon dizileme yaklasimi secildigi icin
kullanilan toplam PCR dongii say1st yliksektir. Allel drop-out etkisini incelemek basl baliba
ayr1 bir calisma oldugu i¢in bu ¢alisma igerisine dahil edilmemistir, bu sebeple etkisinin olup
olmadigini sdylemek zordur. Ancak 6zellikle yiiksek 6rnek igeren havuzlardaki hassasiyet

diistisiinlin bir kisminin sebebi bu olabilir.

6.1.2.2.3. KONTAMINASYON

PCR’1n bir diger dezavantaji da yiiksek kontaminasyon riski igermesidir. Bu da ayni allel
drop-out dezavantajinda oldugu gibi PCR’mm zincirleme reaksiyon olmasindan
kaynaklanmaktadir; baslangicta veya reaksiyon sirasinda reaksiyon igerisine giren bir
kontaminasyon kaynagi, zincirleme reaksiyon mantig1 ile reaksiyon sirasinda yiiksek

miktarda amplifiye edilecegi icin, reaksiyon sonunda olusan amplikonlarin ¢alismay:
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etkileyecek bir kismmin veya tamaminin kontaminasyon kaynakli olma ihtimali vardir

(228).

PCR kontaminasyonunun -her ne kadar tek sebebi olmasa da- en biiyiik sebebi daha dnceki
PCR’lar sonucu iiretilmis olan amplikonlardir; amplikonlar PCR  sirasinda
milyonlarca/milyarlarca kopya fretildikleri ve ayn1 zamanda PCR reaksiyonunda kalip
olarak kullanildiklar1 i¢in, daha 6nce tamamlanmig bir PCR reaksiyonunun ¢ok ¢ok kiigiik
bir kismi1 dahi tamamlanmamis baska bir reaksiyonun igerisine bir sekilde girse, reaksiyonu

tamamen kontamine etmesi isten bile degildir.

Yogunluklu olarak PCR yapilan bir ortam kontamine olarak kabul edilir. Olusan amplikonlar
buharlasamayacak kadar biiyiik molekiillerdir (buharlagsacak enerjiye ulasana kadar ¢oktan
parcalanirlar) ancak DNA tozayabilir; herhangi bir yere sigrayan ve kuruyan PCR
tiriiniindeki amplikonlar zaman igerisinde olusan hava akimlari ile birlikte koparak havaya
karisarak bir nevi amplikon tozu olustururlar. PCR reaksiyonlarinin mikropipet ile bir yerden
bir yere aktarilmasi esnasinda olugabilen mikrovesikiiller de ayn1 sekilde havada amplikon
tozu olustururlar. Sayet dikkat edilmezse ve yeterli dnlemler alinmazsa bu amplikon tozlari
hava yolu ile veya kisiler/malzemeler yolu ile reaksiyon kurulan ortama girip sonra

kurulacak olan PCR reaksiyonlarini kontamine etmesi isten bile degildir.

PCR kontaminasyonu riskini minimize etmenin en dénemli yolu molekiiler genetik calismaya
uygun olarak tasarlanmis bir laboratuvarda, 6zenli, titiz ve kurallara uyarak caligmaktan
gecer. Diisiik dongii sayili 1s11 dondiiriicli protokoller kullanilmasinin da kontaminasyon
riskinin azaltilmasinda faydasi vardir. Aym1 zamanda miimkiin olan durumlarda mutlaka
PCR reaskiyonu sirasinda negatif (kalip DNA olmayan) kontrol reaksiyonu kurularak genel

bir kontaminasyon problemi olup olmadig: rutin olarak goriintiilenmelidir.

PCR kontaminasyonu riskini azaltma amacli gelistirilmis bir yaklagim vardir; bu yaklagimda
PCR sirasinda niikleotidlerden timin niikleotidinin (dTTP) urasil niikleotidi (dUTP) ile
degistirilmesi sonucu amplikonlar igeresinde tamamen veya kismen urasil bulunmasi ve
yapilacak yeni reaksiyonlarin urasil DNA glikozilaz (UDG) enzimi (veya urasil niikleotid
glikozilaz enzimi, UNG) ile muamele edilmesi prensibi kullanilmaktadir (229). UDG enzimi
urasil bazint DNA zincirinden kopartarak reaksiyon igerisinde bulunmasi muhtemel

amplikon konataminasyon kaynaklarmin kalip olarak kullanilmasini engellerken, kalip
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DNA iizerinde urasil olmadigi i¢in kalip DNA’nin amplifiye olmasini engellemez.
Faydalarma ragmen UDG kullanimmin da dezavantajlar1 vardir. Oncelikle her DNA
polimeraz dUTP’yi uzayan DNA zincirine verimli olarak ekleyememekte, bu sebeple UDG
yaklasimi kullanilacak ¢alismalarda DNA polimeraz enzimi se¢enekleri azalmaktadir. Ayni
zamanda UDG kullanim1 maliyeti arttirmaktadir. Baz1 ¢aligmalarda ise PCR sonrasinda
amplikonlar  igerisinde  uracil bulunmasi, ¢alismanin  sonraki  basamaklarini
zorlastirmaktadir. Bu sebepler ile her ¢alismada UDG yaklasimi tercih edilmemektedir; en
cok tercih edildigi alan, ¢alisilan 6rnekler arasinda ¢ok fazla fark bulunan, dolayisiyla ¢ok
ufak bir kontaminasyonun bile sonucu ¢ok ciddi bir sekilde etkileyebilecegi ve dinamik
araligin ¢ok yliksek olmasinin gerektigi ¢alismalardan olan patojen tespit ve kopya sayisi

belirleme calismalaridir.

Her tiirlii 6nlem alinmis olsa dahi PCR’da kontaminasyon riski her zaman i¢in vardir. Amag
PCR kontaminasyon riskini imkansiz olan sifira indirmek degil, bu riski en ideal bir sekilde

yonetebilmektir.

Validasyon ¢alismasi uygun bir laboratuvarda ve titiz olarak yapilayak kontaminasyon riski
azaltilmistir. Ayn1 zamanda kurulan negatif kontrol PCR reaksiyonlarinda herhangi bir
amplifikasyon olmadigi i¢cin PCR kontaminasyonunun bu c¢alismada negatif bir etkisi
olmadig: diisiiniilmektedir. Ancak amplikon dizileme yaklagiminin secilmis olmasi sebebi
ile mevcut risk bir miktar daha yiiksektir; hassasiyetin diisiik ¢iktig1 yiiksek 6rnek igeren

havuzlama kisminda kontaminasyonun etkisi olmus olabilir.

6.1.2.2.4. PCR OZET

PCR, yontem olarak genetik ¢aligmalarin ¢ok biiyiik bir problemine ¢6ziim olmus ¢ok giiclii
bir yontemdir ve gliniimiizde molekiiler genetigin vazgecilmez araglarindan biridir. Ancak
beraberinde getirdigi yukarida bahsedilen dezavantajlar sebebi ile dikkatli kullanilmali, bu
dikkat miktar1 da yapilacak ¢aligmanin gerektirdigi hassasiyet ve ozgiilliiglin miktar1 ile

birlikte orantili olarak arttirilmalidir.

PCR’s1z NGS kiitiiphane hazirlama kitleri gelistirilmis olsa da bu kitlerin bir kismi 2-3
dongii gibi az miktarda olsa da PCR asamas1 i¢cermektedir. Hic PCR asamasi igermeyen

kitlerin bir kismi1 da kiitiiphane hazirlig1 sonras1 klonal amplifikasyonu asamasinda PCR’a
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tabi tutulmaktadir. Tamamen PCR’s1z bir ¢aligma miimkiin olmak ile birlikte her ¢aligmay1
bu sekilde yapmak miimkiin degildir; tamamen PCR’s1z ¢caligmalarda hem yiiksek nicelik ve
nitelikte DNA gereksinimi olmakta hem de giiniimiizde kiiciik hedefli ¢alismalar1 bu
yaklasim ile yapmak miimkiin olmamaktadir. Kisacast PCR’dan tamamen ka¢gmak g¢ok
zordur, bircok durumda miimkiin degildir. Ancak yine de ¢aligmanin basindan sonuna kadar
ne kadar az sayida toplam dongli PCR yapiliyorsa PCR kaynakli hatalar o derecede az

olacaktir.

Validasyon ¢alismasinda (ve FH hasta grubu ¢alismasinda) dizilenecek hedef kiigiik oldugu
icin amplikon dizileme yaklasimi secilmistir, bu sebep ile toplamda diisiik dongii sayil1 bir
calisma elde etmek miimkiin olmamaktadir. Dongli sayist olarak 40 dongilii bir 1sil
dondiiriicti protokolii kullanilmistir, 6rnek hazirlama ve klonal amplifikasyon asamalarinda
ise toplamda yaklasik 25 dongili daha olmasi sebebiyle toplamda yaklasik 65 dongii PCR
yapilmigtir. Ornek hazirlama ve klonal amplifikasyon asamalar1 icin yapilabilecek bir sey
olmamak ile beraber iyi bir PCR optimizasyon ile 40 dongiilii kandan direkt yapilan PCR
35, belki 30 dongii civarlarina diisiiriilebilirdi. Ancak bu kadar az miktardaki bir diisiisiin en

sonunda elde edilen hassasiyeti ¢ok ta degistirmeyecegi diisiiniilmektedir.

Havuzlama yaklagiminin genetik ¢aligmalarda kullanilmasi1 dogal olarak testin hassasiyet ve
Ozgilliigiiniin yiiksek olmasmi gerektirdigi icin PCR’dan tamamen kagilamasa da
caligmadaki toplam dongii sayist miimkiin oldugunca azaltilarak daha yiiksek hassasiyet
seviyesi elde etmek ve daha yiiksek 0rnek igeren havuzlar kullanilan ¢aligmalar yapmak

mumkindiir.

6.1.2.3. UMI

UMI (Ing. Unique Molecular Identifier) veya Benzersiz Molekiiler Tanimlayici, hassasiyetin
artirtlmasi i¢in kullanilan bir adaptér modifikasyonu yontemidir. UMI dizileri, adaptor
molekiillerinin dizilenecek DNA ya baglandig1 noktaya eklenen genellikle 6-16 bp’lik
rastgele dizilerdir. Kuramsal temeller kismi, sayfa 17’de islenmistir. UMI yaklagimini
kullanmak, DNA polimeraz kaynakli okuma hatalarim1 biiyiik 6l¢iide elimine ettigi icin
hassasiyeti arttirmaktadir. UMI yaklasimi sayesinde hata orami1 yaklasik 100 kat
diisiiriilebilmekte ve hassasiyet te bu sekilde 100 kat artarak %0,01 seviyelerine kadar
arttirtlabilmektedir (230, 231).
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Validasyon ¢alismasinda UMI yaklasimi kullanilmamistir. Bunun sebebi UMI yaklagiminin
maliyet olarak yiiksek olmasi ve analiz olarak ta daha kompleks olmasidir; bunun yerine
basit ve diisiik maliyetli bir yaklasim se¢ilerek bu yaklasim ile neler yapilabilecegi lizerine
odaklanilmistir. Ayn1 zamanda ¢alisma yaklasimi olarak amplikon dizileme se¢ildigi i¢in
UMI yaklasimi kullanilmis olsaydi dahi ilk PCR asamasinda olusan DNA polimeraz
hatalarini elimine etmek miimkiin olmayacakti, UMI yaklasimi kismi bir iyilesmeye sebep

olacakti.

Amplikon dizileme olmayan bir yontem ile birlikte kullanilan UMI yaklasimi sayesinde elde
edilebilen %0,01 (10.000°de 1) hassasiyet, kolayca birka¢ yiiz 6rnekten olusan havuzlarin
olusturulabilmesine olanak verebilecektir; teorik olarak birkag¢ bin 6rnekli havuzlarin bile

olusturulabilmesi miimkiin olacaktir.

6.1.2.4. DUSUK HATA ORANINA SAHIP NGS VEYA 3. NESIL DiZILEME

Dizileme sonucunda elde edilen okumalar igerisinde hatali olan okumalar, kiitiiphane
hazirlik agsamasi1 ve 6ncesinde meydana gelebilecegi gibi, cihazda dizilenirken de meydana
gelebilir. Mevcut NGS sistemleri (ve 3. nesil sistemler) farkli teknolojiler kullandiklar1 igin
hata oranlar1 da birbirinden farkli olabilmektedir. Bazi sistemlerin hata orani belirgin bir
sekilde diisiik olsa da, en yaygin olarak kullanilan sistemlerin hata oranlar1 birbirine
benzemektedir ve Phred kalite skorlama yontemine gore 40 veya daha az skor ile
gosterilirler. Phred skoru 30-40 arasinda olan okumalar ¢ok kaliteli olarak degerlendirilir;
okuma sonucu yanlis baz olma ihtimali 1.000’de 1 ‘den daha kiigiiktiir. Ancak dizileme
icerisinde daha diisiik Q skorlarina sahip okumalar da olabilir. Bu diisiik kalitede okumalar
hassasiyet acisindan sorun olustururlar; hata orani ne kadar yiiksekse o noktadaki hassasiyet
te o kadar azalmis olur. Rastgele olusan diisiik kalitedeki okumalar, bu ¢calismada da oldugu
gibi Q skoru filtresi kullanilarak elimine edilebilirler. Ancak sistematik olan diisiik kaliteli
okumalarm (6rnegin GC oran1 yiiksekligi gibi diziye 6zgii baz1 durumlar, bazi noktalarda
kalitenin diismesine yol agabilmektedir) oldugu durumlarda Q skoru filtresi de sadece bir
miktar ise yarayabilmektedir. Kisacas: kaliteli okuma elde etmek her zaman i¢in bir

avantajdir.

Mevcut yaygin kullanilan sistemlerin her ne kadar kalite skorlar1 benzer olsa da, yeni

gelistirilen ve kalite agisindan degerlendirildigi zaman maksimum Q skoru olarak 40’in
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yeterli olmadig1, okumalarin ¢gogunlugunun kalitesinin Q40’tan fazla oldugu teknolojiler de
gelistirilmeye baslanmistir (232, 233). Yakin gelecekte hata orani ¢ok daha diisiik

teknolojilerin gelistirilmesi de muhtemeldir.

Validasyon calismasinda Illumina firmasinin Miseq sistemi kullanilmistir ve Miseq
sisteminin Phred skorlamasi maksimum 40’tir. Havuzlama yaklagiminin kullanilacagi DNA
dizileme temelli bir tarama caligmasinda daha yiiksek Phred skorlarina cikabilen bir

platformun tercih edilmesi, caligmanin hassasiyetini de arttiracaktir.

6.1.2.5. ANALIiZ ALGORITMALARI

Calismada iki farklr analiz yaklasimi kullanilmistir; diistik 6rnek sayili havuzlar i¢in basit ve
maniiel bir analiz yaklagimi, yiiksek 6rnek sayili havuzlar i¢in somatik mutasyon tespit i¢in
gelistirilmis hazir bir algoritma. Yiiksek hassasiyet oranlarina ¢ikabilmek icin iki yontem de
yeterli degildir. Her ne kadar somatik mutasyon tespiti i¢in gelistirilen yazilimin amaci
diisiik oranli mutasyonlarin kesfi olsa ve bu sebeple bu calisma i¢in uygun gibi goriinse de;
daha kapsamli ve sadece bu amag¢ i¢in liretilmis, analizi yaparken sadece o havuzu degil,
ayn1 boyuttaki ve diger boyuttaki diger havuzlar1 da beraber degerlendirip pozitif 6rnekleri
direkt tespit edebilen, UMI yaklagimi ile uyumlu, yapay zeka ve makine 6grenmesi ile
desteklenmis bir yazilim ile ¢ok daha hassas analizlerin yapilmasi ve havuz basina ¢ok daha
fazla 6rnegin karistirtlmasi miimkiin olabilir. Yaklasik 20 yillik NGS seriiveninde elde
edilen gelistirmelerin bir kismi isin kimya/reaksiyon asamalarindaki gelistirmelerden
kaynaklanirken, yazilim teknolojisindeki gelistirmelerin katkis1 goz ardi edilemez; ayn
verinin daha gelismis algoritmalar ile analiz edilmesi sonucunda ¢ok daha uzun ve diisiik
hata oranina sahip DNA dizileme elde etmek miimkiin olabilmektedir. Ayn1 sekilde ¢ok
boyutlu havuzlar i¢inde nadir mutasyonlari tasiyan bireylerin tespiti i¢in 6zel olarak
gelistirilecek algoritmalarin  da silire¢ icindeki pozitif etkisini mutlaka olacagi

diistiniilmektedir.
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6.1.3. FAMILYAL HIPERKOLESTEROLEMI HASTA GRUBU CALISMASI

Calismada toplam 256 hasta ve 64 kontrol 6rneginde 6 genin taramasi gerceklestirilmistir.

6.1.3.1. HAVUZLAMA

Havuzlama yaklasimi olarak validasyon c¢alismasinda %100 basarili olarak tespit edilen 2

boyutlu 8x8’lik dizinler kullanilmistir.

Havuzlar olusturulurken 213S147 nolu Tiibitak 1003 projesi kapsaminda toplanan
orneklerden uygun olanlar, sirasi ile olusturulan dizinlere eklenmistir. Sira ile eklenmesi bir
uygunsuzluk olusturmustur; 6rnekler Tiirkiye capinda merkezlerden genelde gruplar halinde
geldigi icin Tiibitak projesindeki siralari rastgele degildi, ornekler dizinlere Tiibitak
projesindeki sira ile eklenince de 6rnekler dizinlere rastgele olarak dagilmamis oldu. Bunun
sonucunda da 6zellikle ilk iki 8x8’lik dizin igerisine Hatay-Adana yoresinden gelen ve bu
bolgede yaygin olarak goriildiigli agiga ¢ikartilmis olan Q136X patojenik mutasyonuna sahip
hastalardan olmasi gerekenden fazla diismiis oldu (ilk gruba 14 adet, ikinci gruba 4 adet,
diger 2 hasta grubuna ise toplamda 1 adet). Ozellikle ilk gruba diisen 14 adet pozitif drnek
cok daha biiyiik problem ¢ikartabilirdi, ancak pozitif 6rneklerin 2 grup halinde arka arkaya
nerdeyse miilkemmel bir sekilde siralanmasi sonucunda X ekseninde pozitif ¢ikan havuz
sayist sadece 3 olmus ve 14 0rnegin tespiti i¢in sadece 21 drnegin teker teker dizilenmesi
yetmistir. Sayet 6rnekler bu sekilde siralanmamis olsalardi, 2 boyutta tespit edilen pozitif
havuzlarin kombinasyonlarindan dolayr dizin i¢indeki Orneklerin tamaminin teker teker
dizilenmesi bile gerekebilirdi. Yapilmas: gereken sey bu calisma planlanirken Tibitak
projesindeki Orneklerin rastgele olmadigi ve havuz olusturmada problem g¢ikarabilecegi
Ongoriiliip, ayni validasyon calismasinda oldugu gibi 6rneklerin dizinler icerisine kura ile
rastgele dagitilmasinin  saglanmasiydi. Buradan ¢ikartilabilecek sonug: rastgelelik

havuzlama yaklasimi i¢in ¢ok 6nemlidir.

6.1.3.2. TESPIT EDILEN MUTASYONLAR

Calisilan 6 genden sadece bir tanesi FH ile direkt baglantilidir: otozomal resesif kalitim
gosteren LDLRAP1 geni. Bu sebep ile ¢aligma sonunda hasta grubu icerisinde bu gende
homozigot patojenik mutasyon tasiyan bireylerden bulunmasi bekleniyordu ve dyle de oldu.

Ancak bulunan homozigot 6rnek sayisi beklenenden fazla ¢ikt1 (toplam 24 homozigot 6rnek,
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toplam hasta grubu 6rnek sayisinin %9’u). Bunun sebebi de yine Hatay-Adana bolgesinden
gelen ve Q136X mutasyonu homozigot tasiyan hastalarin grup halinde ¢alisma igerisine
girmis olmasidir (toplam 19 Q136X homozigot 6rnek, toplam hasta grubu 6rnek sayisinin
%7,4°11). Bu 24 6rnegin beklendigi gibi LDL-C degerleri ¢ok yiiksektir (ilk tan1 ortalamasi
494 mg/dl, n=14; 6rnek alim ortalamas1 395 mg/dl, n=23; tiim hasta grubu ilk tan1 ortalamasi
274 mg/dl, n=103; tiim hasta grubu 6rnek alim ortalamasi 240 mg/dl, n=211). Bu 24 6rnegin
14’1 igin (%59) akraba evliligi var bilgisi varken, 8 tanesi i¢in (%33) akraba evliligi yok
bilgisi vardir, 2’si i¢in (%38) ise herhangi bir bilgi yoktur. Bu 6rneklerin tamami i¢in olmasa
da tamamina yakininda akraba evliligi Oykiisii bulunmasi beklenirken %33’iinde akraba
evliligi yok bilgisinin olmasi beklenmeyen bir sonu¢ olmustur. Bu noktada verinin hatali
oldugu diisiiniilmektedir; form doldurulurken yanlis doldurulmus veya aslinda akraba
evliligi oykiisii olmasina ragmen bunun hasta tarafindan bilinmemesi veya sadece yakin
akrabalik iliskisinin kastedildiginin diisiiniilmesi sonucunda yanlis beyanda bulunulmusmus

olabilir.

LDLRAPI1 geninde heterozigot mutasyon tespit edilen 15 6rnegin LDL-C seviyelerinde ise
bir arig gozlemlenmemistir (ilk tani ortalamasi 250 mg/dl, n=5; 6rnek alim ortalamasi 231
mg/dl, n=13). Ancak bu 15 6rnek i¢inde dikkat ¢ceken iki 6rnek vardir; LDL-C seviyeleri
ornek alim sirasinda 344 mg/dl ve 390 mg/dl olan ve stop kodonuna sahip mutasyonlari
(Q86X ve E217X) tasiyan Ornekler. Bu 6rneklerin LDL-C seviyeleri normal olamayacak
kadar yiiksektir ve homozigot mutasyon tasiyan ornekler civarindadir. Mutasyonlar1 stop
kodonu oldugu icin patojenitelerinde soru isareti de yoktur. Akraba evliligi durumu
bulunmadig: bilgisi olan bu orneklerde muhtemel olarak tespit edilemeyen bir mutasyon
daha vardir; amplikon dizileme ile tespit edilemeyecek olan heterozigot biiyiik
insertsiyon/delesyon veya derin intronik mutasyon bulunma ihtimali ytliksektir. Taramadan
kagmis bir mutasyon olma ihtimali de vardir ancak bu ihtimal daha diisiiktiir, ciinkii
heterozigot bulunan mutasyonlarin oranin 0,08-0,11 arasinda olmas1 havuzlama asamasi ile
ilgili bir problem olmadigini diisiindiirmektedir. Yine de kontaminasyon veya allel drop-out
sebebi ile bu iki 6rnekte bulunan haterozigot mutasyonlarin taramada tespit edilememis olma

ihtimali az da olsa vardir.

LDLRAPI geni disinda homozigot mutasyon tespit edilen bir gen olmamustir.
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LIPA geninde homozigot mutasyon bulunan bireylerin lipid profili FH ile karigabilecegi i¢in
hasta grubu igerisinde LIPA geninde homozigot mutasyon bulunduran bireylerin de tespit
edilmesi beklenmekteydi, ancak boyle olmadi. Bunun sebebi LIPA geni mutasyonlarinin
daha nadir olmas1 ve/veya LIPA genindeki homozigot mutasyonlarin 6énemli bir kisminin
FH klinigi ile karigmayacak kadar farkli olan Wolman hastaligina yol agmasi olabilir. LIPA
genindeki heterozigot mutasyonlarin da FH’ye benzer bir klinik olusturabilecegine yonelik
mevcut bir yayina (220) binaen hasta grubu i¢inde anlamli miktarda LIPA geni heterozigot
mutasyon tasiyan hasta olabilecegi diisliniilmiistii, ancak bu sekilde bir sonug¢ ta elde
edilemedi. LIPA geninde heterozigot mutasyon tespit edilen toplamda 6 hastanin 3’{inde
LDLRAPI1 geninde homozigot mutasyon tespit edildigi i¢cin LIPA geninden elde edilen
sonu¢ anlamsizlasmis oldu. Geri kalan 3 hastanin 1’inin LDL-C mikar1 LIPA genindeki
heterozigot bir mutasyon ile agiklanamayacak kadar yiiksek (6rnek alim degeri 388 mg/dl)
olmasi sebebi ile, bu hastanin klinik durumuna sebep olan baska bir mutasyonun olmasi daha
muhtemeldir (bu mutasyon LIPA geninde de olabilir). Geriye kalan 2 hastanin 1’inin lipit
profili ile ilgili bir bilgi mevcut degildir. Kalan son hastanin LDL-C seviyesi ise (241 mg/dl)
her ne kadar yiiksek olsa da heterozigot bir mutasyon ile a¢iklanabilecek seviyededir. Ancak
bu hastada heterozigot olarak tespit edilen 1252L mutasyonunun klinik siniflamasi -her ne
kadar bazi calismalarda belirsiz olarak smiflandirilms olsa da- cogunluk olarak iyimser (Ing.
benign) veya iyimsere yakin (Ing. likely benign) olarak degerlendirildigi ve simiilasyon
analizlerinde de iyimser olarak goriindiigii i¢in patojenik olma ihtimali ¢ok diisiiktiir; bu
hastanin da mevcut kliniginin bagka bir mutasyon sebebi ile olmus olmasi ihtimali ¢ok daha
yiiksektir. Ozet olarak bu ¢alismada LIPA geni heterozigot mutasyonlarin FH benzeri bir

Klinik olusturabilecegine dair bir bulgu elde edilememistir.

LDLRAPI digindaki diger genlerde bulunan heterozigot mutasyonlarin FH klinigi ile ilgili
net bir iligkisi yoktur, bildirilen iliski sadece yatkinlik olusturabilecekleri ve/veya modifiye
etkileri olabilecekleri yoniindedir. Hatta calismaya baslandig1 tarihte FH’ye yatkinlik
olusturabilecegi yoniinde OMIM’de fenotip iliskisi goriinen ITIH4 geninin bu iliskisi
calismanin tamamlandig: tarihlerde OMIM veri tabanindan kaldirilmis durumdadir. Sayet
hasta grubunda bu genlerden herhangi biri i¢in homozigot bir mutasyon tespit edilmis
olsaydi o zaman bu homozigot genotip ile FH’ nin bir iligkisi olabilecegi diisiiniilebilirdi,
ancak herhangi bir homozigot mutasyona rastlanmadi. LDLRAP1 disindaki genler i¢in hasta

grubunda toplamda 256 6rnek iginde 30 adet (%12) heterozigotluk tespit edilirken kontrol
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grubundaki 64 6rnekte 11 adet (%17) heterozigotluk tespit edilmistir. Bunun sonucunda da
LDLRAPI1 geni disindaki diger genlerde bulunan heterozigot degisikliklerin FH klinigi

olusturacagina dair bir bulgu elde edilemedi sonucuna varilabilir.

Tiibitak projesi kapsaminda hastalardan toplanan klinik bilgiler icinde LDL-C parametresi
icin iki farkli deger vardir: ilk tam1 ve drnek alim seviyeleri. Ilk tami, hastaya ilk tanisi
koyuldugu ve tedavisi baslamadan 6nceki degerdir. Orek alim degeri ise proje icin drnek
almmasi sirasinda 6lgiilen LDL-C degeridir. Ilk tan1 seviyesi daha énemlidir, ciinkii ilk
tanidan sonra tedavi siireci basladigi i¢in LDL-C degerleri de diismektedir. Ancak 6rnek
alim LDL-C seviyesi degeri daha fazla hasta i¢in toplanabildigi i¢cin onun da avantaji1 vardir.

Degisik hasta gruplar1 i¢in ortalama LDL-C degerleri Cizelge 6.1.’de 6zetlenmistir.

Cizelge 6.1. Degisik hasta gruplari i¢in ortalama LDL-C degerleri

Ik tan1 LDL-C Ornek alim LDL-C
degeri degeri
(mg/dl) (mg/dl)
Tiim hasta grubu 274 240
n=256 n=103 n=211
LDLRAP1 geni ho_m02|got 494 395
mutasyon tespit edilen 4 B
_ n=14 n=23
n=24
LDLRAP1 geni he_ter02|got 250 231
mutasyon tespit edilen - =
_ n=5 n=13
n=15
Herhan_gl bir geninde sadeg:e _ 216 296
heterozigot mutasyon tespit edilen _ N
- n=13 n=29
n=35
eHdei;trE;l:yg;nblr mutasyon tespit n2 _4 746 nfigg
n=197 ~ -

Caligma grubu igerisinde 6rnek alim tarihindeki LDL-C seviyesi bilgisi olan 211 hastanin
38’inin LDL-C seviyesi 300 mg/dl ve tizerindedir. Bunlardan 18’inde (%47) homozigot,
5’inde (%13) ise heterozigot mutasyon tespit edilmistir. Geri kalan 15’inde (%40) ise
herhangi bir mutasyon tespit edilememistir. 5 adet heterozigot mutasyon tespit edilen
hastanin 2’sinin mutasyonu LDLRAP1 genindedir ve klinik durumlar1 gende tespit
edilememis muhtemel baska bir mutasyon ile a¢iklanabilir (Q86X ve E217X mutasyonlarini
heterozigot olarak tasiyan hastalar). Geri kalan genlerinde heterozigotluk tespit edilen 3

hasta ile beraber 15 adet mutasyon tespit edilmeyen, toplamda 18 adet hastanin (%47) LDL-
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C seviyeleri ¢ok yiiksek olmalarina ragmen kliniklerini agiklayacak herhangi bir genotip
tespit edilememistir. Bu 6rneklerin LDL-C seviyeleri ¢ok yiiksek oldugu i¢in mutlaka bir
mutasyona sahip olduklar1 ve bu mutasyonun da homozigot olma ihtimalinin yiiksek oldugu
diistintilebilir. Bu hastalarda havuzlama ile tarama yaklasimi ile tespit edilemeyecek olan
biiyiik insertsiyon/delesyon mutasyonlari olabilir. Veya bu hastalarin bir kisminda Tiibitak
projesi kapsaminda c¢alisilan LDLR, APOB ve PCSK9 genlerinde bir mutasyonu olup,
calisma esnasinda yanlis genotiplendirilmis olabilirler. Bir baska ihtimal yliksek LDL-C
seviyelerine yol acan ve bu c¢alisma ve Tiibitak projesi kapsaminda calisilan toplamda 9
genden bagka bir genlerinde mutasyon olmasidir. Son olarak drnekler arasinda klinik
bilgileri yanlis kaydedilmis, aslinda LDL-C seviyeleri belirtilen kadar yiiksek olmayan

ornekler olmus olabilir.

Insan hastaliklarinin molekiiler genetik caligmalarinda ¢ok yaygin olarak kullanilan iki
terim, mutasyon ve polimorfizm terimleridir. Bu terimlerin kelime anlamlarina bakacak
olursak polimorfizm ¢oklu form/yapi/morfoloji anlamina gelirken mutasyon ise DNA
tizerinde bir hata sonucu olusmus herhangi bir degisiklik anlamina gelmektedir. Ancak bu
terimler insan genetik hastaliklar1 alaninda kullanilirken ilging bir sekilde tam tersi olmasa
da tersine yakin anlamlarda kullanilmaktadir: mutasyon DNA iizerindeki herhangi bir
degisiklik degil, nadir goriilen ve cogunlukla morfolojiyi -olumsuz yonde olmak kosulu ile-
etkileyerek c¢oklu morfoloji olusturabilen anlaminda kullanilirken; polimorfizm ise
morfolojiyi degistirip ¢oklu morfolojiye sebep olan degil, yaygin goriiliip cogu durumda
herhangi bir morfolojik degisiklige yol agmayan anlaminda kullanilmaktadir. Bu ¢aligma bir
insan genetik hastaliklar1 molekiiler ¢aligmasi oldugu i¢in mutasyon ve polimorfizm
terimleri kelime anlamlarinda degil, yaygin kullanilan anlamlarinda kullanilmstir.
Patojeniteye sahip olan veya sahip olma ihtimali olan ve nadir goriilen mutasyonlar ile
patojeniteye sahip olmayan ve yaygin goriilen polimorfizmlerin arasindaki ¢izgi de net
degildir. Baz1 degisiklikler icin net bir seklide mutasyon veya polimorfizm olarak
siniflandirilabilirken, aradaki gri alanda kalip net bir siniflandirma yapilamayan degisiklikler
de vardir. Bu ¢alismada mutasyon/polimorfizm ayrimi i¢in popiilasyon allel frekans1 bilgisi
kullanilmistir; tespit edilen herhangi bir degisikligin tiim popiilasyonlardaki allel frekansi
1000 Genome Projesi faz3 verilerine gore sayet 0,02°nin lizerindeyse degisiklik polimorfizm
olarak degerlendirilmis, sayet 0,02 veya altinda bir degerse mutasyon olarak

degerlendirilmistir. Genelde benzer calismalar i¢in 0,01 allel frekans esik degeri
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kullanilirken bu ¢aligma i¢in 0,02°nin secilmesinin sebebi caligilan hastalifin yaygin bir
hastalik olmasidir. Calisma sonucunda tespit edilen ve mutasyon olarak degerlendirilen 40
degisikligin 39’unun allel frekans1 0,01 ve altinda bir degerdir, ancak 1 tanesinin, LDLRAP1
geni R238W mutasyonunun frekansi 0,02 olarak belirtilmistir. Bu degisikligi inceledigimiz
zaman tiim popiilasyonlardaki frekansinin 0,02 olmasi karsin bazi popiilasyonlarda 0,05°e
kadar bildirildigi goriilmektedir (1.006 allel icinde 53). Bu da patojenik etki beklenmeyecek
kadar yiiksek bir frekanstir. Ayn1 zamanda veri tabanlarinin neredeyse tamaminda klinik
siniflamasi iyimser veya iyimsere yakin olarak degerlendirilmistir. Bu sebeple aslinda bu
degisikligi mutasyon yerine polimorfizm olarak siniflamak daha yerinde olacaktir. Diger
tiim degisikliklerin frekansi 0,01 veya daha diisiik oldugu i¢in ¢alismanin en basinda esik
degeri olarak 0,02 yerine 0,01 kullanilsaydi daha iyi olurdu denilebilir. Calismada R238W
degisikligi toplam 14 6rnekte heterozigot, 2 6rnekte ise homozigot olarak tespit edilmistir.
Homozigot olarak tespit edilen Orneklerde LDLRAPI geninde baska bir homozigot
mutasyon da tespit edildigi i¢in bu mutasyonun calismadan ¢ikartilmasi c¢alismadaki
homozigot bulunan mutasyonlardan yapilan ¢ikarimlar1 etkilemeyecektir. Calismada
heterozigot bulunan mutasyonlarin klinik etkisi ile ilgili 6nemli bir ¢ikarim yapilamadigi
icin, R238W mutasyonunu c¢alismadan ¢ikartmak her ne kadar tespit edilen mutasyonlarin
istatistigini degistirse de sonucta yapilan ¢ikarimi degistirmeyecektir. Ozet olarak, sayet esik
degeri 0,02 yerine 0,01 olarak tercih edilseydi ve R238W mutasyonu polimorfizm olarak
kabul edilip ¢alisma dis1 birakilsaydi daha uygun olacakti ancak sonugcta elde edilen ¢ikarim
acisindan degerlendirildiginde R238W’nin ¢alisma igerisinde olup olmamasi arasinda bir

fark olmadig1 i¢in ¢ok ta 6nemli degildir denilebilir.

Calismada tespit edilen 40 ¢esit mutasyondan 37 tanesi daha 6nce bildirilmis degisiklikler

olurken, 3 tanesi daha 6nce hi¢ bildirilmemis degisikliklerdir.

1000 Genom Projesi faz 3 verilerine gore popiilasyon frekanslari; 1 adet mutasyon i¢in 0,02,
1 adet mutasyon igin 0,01, 31 adet mutasyon igin ise 0,01 den kiigiik olarak bildirilmistir. 7
adet mutasyon igin ise higbir veri yoktur; hi¢bir veri olmamasi bu mutasyonlarin ya daha
once hic¢ tespit edilmediklerini veya daha once tespit edildikleri halde frekans verisi

cikarilamayacak kadar nadir olduklarint géstermektedir.
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Bulunan 40 mutasyonun klinik anlamlarina ClinVar veri tabanindan bakilacak olursa; 5
adedinin patojenik, 4 adedinin belirsiz neme sahip, 4 adedinin iyimsere yakin, 2 adedinin
iyimser olarak siniflandirildigi goriillmekle beraber, biiyiik ¢ogunlugunu olusturan 25 adedi
i¢in herhangi bir veri olmadig1 goriilmektedir. Bu 25 taneden 17 tanesi ITIH4 genine aittir.
ITIH4 geni her ne kadar 1995 yilinda ilk tanimlanmis (234) ve bu ¢alismada ¢iktig {izere
¢ok sayida varyasyon igeren bir gen olmasina ragmen, aradan gegen yaklasik 30 yilin
ardindan sadece yiiksek kolesterol fenotipi ile zayif bir sekilde iliskilendirilmis olmasi bu

genin yasam i¢in 6nemli olmayan bir gen oldugunu gostermektedir.

Calisma igerisindeki en kiigiik gen olan APOA2 geninde hem hasta hem de kontrol grubunda

hi¢ mutasyon tespit edilmemistir.

Tez c¢alismasinda 320 oOrnegin 6 geni taranmistir. Calisma havuzlama yaklagimi
kullanilmadan yapilmis olsaydi 320 oOrnek i¢in toplamda 11.520 adet amplikonun
dizilenmesi gerekirken, havuzlama yaklagimi sayesinde 80 havuzun taranmasi i¢in 2.880 ve
havuzlar i¢indeki pozitif 6rneklerin tespiti i¢in 134 olacak sekilde toplamda 3.014 amplikon
dizileme ile, toplamda dizilenmesi gereken amplikonun sadece %26’s1 yapilarak ¢alisma
tamamlanabilmistir. Maliyet olarak bakildigi zaman ise havuzlamanin etkisi daha azdir;
havuzlama olmadan yapilmis olsaydi sarf malzeme maliyeti 6rnek basmnma 63 USD
civarlarinda olacak iken, havuzlama sayesinde 6rnek basi sarf malzeme maliyeti 28 USD
civarlarina diigmustiir. Yani dizilenen amplikon olarak bakildigi zaman %74 olan diists,
maliyet olarak hesaplandiginda %56 civarindadir. Bunun sebebi havuzlama yaklagiminin
¢ok daha derin dizilemeye ihtiya¢ duymasi ve bunun sonucunda da ¢alismanin dizi verisi
elde etme kisminda maliyet agisinda ciddi bir diislis olmamasidir. Ayn1 zamanda kullanilan
platformun (Illumina - Miseq) goreceli olarak diisiik kapasiteli yiiksek maliyetli bir platform
olasinin da bu agidan katkis1 olmustur; dizi verisi liretme maliyeti diger maliyetler yaninda
yiiksek kalmaktadir. Dizileme verisi maliyeti ¢cok daha diisiik olan yiiksek kapasiteli
cithazlarda, cok daha kapsamli kiitiphane hazirlama kitleri kullanilarak yapilacak
caligmalarda sarf malzeme maliyet diisiisii cok daha dramatik olacaktir. Mesela toplamda
5.000 genin dizilenmesinde kullanilan bir klinik ekzom kitinin sarf malzeme maliyeti,
yiiksek kapasiteli cihazlarda 110 USD civarinda gelirken, bu maliyetin 2 boyutlu 16’I
havuzlama yaklasimi ile 25 USD, 2 boyutlu 24’lii havuzlama yaklagimi ile ise 16 USD

civarlarina diistirmek miimkiindiir. Bu sekilde siras1 ile %77 ve %85 sarf malzeme maliyeti
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diisiisii saglanabilir. Goriildiigii gibi bu tez ¢aligmasinda 6rnek basina 28 USD sarf malzeme
maliyeti ile 6 gen taranmisken, daha biiyilik 6l¢ekli calismalar tasarlanarak ¢ok daha az bir
sarf malzeme maliyeti ile cok daha fazla gen taramak miimkiindiir (sadecel6 USD’ye 5.000
gen gibi). Ancak biiyiik kapsamli galismalarda cihaz yatirim maliyetleri, isletme maliyetleri,
analiz maliyetleri vb. daha fazla olacagi icin Ornek basi maliyetleri hesaplarken bu

kalemlerin de mutlaka g6z 6ntinde bulundurulmas: gerekecektir.

NGS teknolojileri hizla ilerlemektedir ve elde edilen dizileme verisi maliyetleri ¢ok hizli
(logaritmik olarak) diismektedir; buna karsilik tiim calisma icerisindeki dizileme verisi
maliyetleri disindaki maliyetler ise -her ne kadar onlar da zaman igerisinde bir miktar
diigseler de- dizileme verisi iiretme maliyeti kadar hizl1 diismemektedirler. Ornek olarak son
5 yil igerisinde 10 kat diisen dizi verisi liretme maliyetlerine karsilik, diger maliyetler
toplam1 en fazla yarisina kadar inebilmistir. Bu nedenle ilerleyen zaman igerisinde diisen
dizileme maliyetlerinin, havuzlama stratejisi i¢in ek bir avantaj getirecegini sdylemek yanlig

olmaz.
6.1.4. BU TEZ CALISMASININ YENI LITERATUR iCINDEKI YERI

Havuzlama yaklasimi iyi bilinen ve yaygin kullanilan bir tekniktir. NGS teknolojisi
gelistirilmeden 6nce DNA analizinde de kullanilan bir yaklasim olmakla beraber, kullanilan
yontemlerin hassasiyetleri ¢ok yliksek olmadigindan siirli olarak kullanilmaktaydi. 2005
yilindan sonra ticari olarak ulasilabilir hale gelmesi ve 2008 yilindan sonra yayginlagsmaya
baslamasiyla, NGS’in havuzlama yaklasimi ile beraber kullanilabilirlik potansiyeli hemen
dikkat ¢cekmis ve 2009 yilindan itibaren arka arkaya yaymnlar ¢ikmaya baslamistir. Dikkat
ceken bir sey de ilk yillarda enformatik alaninda calisan arastirmacilarin dikkatini ¢gekmis
olmasidir; ¢ok sayida havuzlama ile NGS’in beraber kullanilmasinin enformatik boyutunu
inceleyen yaym c¢ikmustir. Bu calismalar genellikle havuz hazirlama stratejileri, varyant

tespiti ve yalanci pozitiflerin ayiklanmast ile ilgilidir (133, 144).

Enformatik alan1 disinda gercek orneklerde mutasyon/polimorfizm calismalari da 2009
yilindan itibaren ¢ikmaya baslamistir. Ozet olarak zaten bilinen havuzlama yaklasimi, NGS
kullanan aragtirmacilar tarafindan hemen kesfedilmis ve calisilmaya baslanmis bir
yaklasimdir. Giinlimiize gelinceye kadar 40°tan fazla yayin ¢ikmistir. Bu yayinlar kabaca
su sekilde gruplayabiliriz:
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Bir kism1 ¢ok sayida 6rnegin havuzlandigi, patojenik nadir mutasyonlarin tespiti
yerine baglanti veya varyasyon kesfi amagl yapilan polimorfizm kesfi / frekans
belirleme ¢alismalaridir (6rnek (148)).

e Bir kismi ¢ok sayida 6rnegin, havuz basina az sayida ornek igerecek sekilde
havuzlandig1 patojenik mutasyon tespit calismalaridir. Bu c¢aligmalarin hedef

bolgeleri genelde kiigiiktiir (6rnek (159)).

Bir kismi az sayida Ornegin, havuz basina az sayida ornek igerecek sekilde
havuzlandig1 patojenik mutasyon tespit c¢alismalaridir. Bu calismalarin hedef

bolgeleri genelde biiyiiktiir (6rnek (164)).

Bir kism1 ¢ok sayida Ornegin, havuz basina ¢ok sayida ornek icerecek sekilde
havuzlandig1 patojenik mutasyon tespit calismalaridir. Bu c¢aligmalarin hedef

bolgeleri biiyiik te olabilmektedir, kiiglik te (6rnek (157)).
Bunun disinda yapilan ¢aligsmalar ile ilgili dikkat ¢eken bazi noktalar da tespit edilmistir:

e Neredeyse tamami DNA asamasinda karistirilan havuzlardan olusmaktadir.

e Neredeyse tamami tek boyutlu havuzlama stratejisini kullanmaktadir.

e Birden fazla havuzlama stratejisini deneyip karsilastiran kapsamli bir ¢alismaya
rastlanmamustir.

e Genotipi bilinen 6rnekleri dahil eden az sayida calisma vardir.

Kan asamasinda karistirilarak havuzlarin olusturuldugu bir calismaya hi¢ rastlanmamustir.
Bu dikkat ¢ekici durumun sebeplerinden birinin DNA asamasinda -DNA’larin nicelik ve
nitelik olarak degerlendirilmis olma 6n kosulu ile- karigimin yapildigr durumum en dengeli
havuzlar1 olusturmasi oldugu diisliniilmektedir. Kan asamasinda karistirmak daha dengesiz
havuzlara yol agabilir; 6zellikle ¢cok fazla 6rnege ihtiya¢ duyulan ve hepsinin ayn1 anda
toplanmasinin ¢ok zor oldugu arastirma projeleri i¢in. Ayn1 zamanda -sayet ¢alisma toplum
taramasi1 amagli yapilmiyorsa- ¢alismalarda DNA izolasyonunun maddi pay: kiigiik oldugu
icin aragtirmacilar diisiik maliyet yerine yiiksek hassasiyeti tercih ediliyor olabilir. Hatta az
da olsa orneklerin DNA seviyesinde degil, daha sonraki asama olan PCR asamasindan sonra
karistirtlarak havuzlarin olusturuldugu c¢alismalara bile rastlanmistir (151, 154). PCR
asamasindan sonra karistirilan 6rnekler ile hazirlanan havuzlar ile yapilan ¢aligma, DNA

asamasinda karigtirilanlara gore ¢ok daha dengeli olma potansiyelini barindirmaktadir. Bu
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calismalardan birinde hata diizelticic DNA polimeraz ile beraber PCR sonrasi karistirilan
orneklerde tespit limitinin %0,1’e kadar inebilecegi belirtilmis ve hata diizeltici enzimin
onemine vurgu yapilmistir (151). Bu sebepler ile arastirmacilarin géziinde daha dengeli
havuzlar ile birlikte daha yiiksek hassasiyetin agir bastig1 diisliniilebilir. Ancak bu kadar
yiikksek hassasiyette de olsa PCR sonrasi karistirilan 6rneklerden olusan bir yontemin -

pratiklik ve maliyet agisindan- rutinde toplum taramasinda kullanilmas1 miimkiin degildir.

Diger dikkat ¢ceken nokta yapilan ¢aligmalarin nerdeyse tamaminin tek boyutlu havuzlama
stratejisini kullanmis olmalaridir. iki boyutlu iki adet yayma rastlanmistir (161, 162); Ki
bunlardan birinin havuzlama stratejisi tam anlasilamamstir (161), bir boyutlu da olabilir. Ug
boyutluya ise hi¢ rastlanmamistir. Ancak her ne kadar ¢ok boyutlu havuzlamaya c¢ok fazla
rastlanmasa da, baska havuzlama stratejilerine rastlanmistir; bunlar ¢akisan havuzlama (138)
(Ing. overlapping pooling) ve agirlikli havuzlama (136) (Ing. weighted pooling). Cakisan
havuzlama aslinda 2 boyutlu havuzlamaya benzemektedir; farkli 6rnek kombinasyonlarini
iceren havuzlar olusturup, orneklerin birden fazla havuzda calisilmasini saglayip, sonra
pozitif ve negatif ¢ikan havuzlardan yola ¢ikarak direkt pozitif 6rnegi bulma veya ihtimalleri
azaltma tlizerine kurulmus bir stratejisi vardir. Agirlikli havuzlama ise tek boyutludur ve her
bir 6rnegin bir defa sefer dizilenir, ancak bu stratejide de her bir 6rnekten farkli miktarlarda
alinarak olusturulan havuzlar s6z konusudur. Sonucgta ¢ikan pozitiflik oranina gore
pozitifligin hangi 6rnekten geldiginin tahmin edilebilecegi hipotezi iizerine kurulmus bir
stratejisi vardir. Boyle bir stratejinin mutasyon taramasi i¢in ¢ok uygun olmadigini

diisiinmemize ragmen, baz1 6zel durumlarda uygulama alani olabilir.

Literatiirde NGS ile birlikte birden fazla havuzlama stratejisini ayni caligmada karsilastirarak

deneyen bir calismaya da rastlanmamustir.

Genotipi bilinen 6rneklerin dahil edildigi ¢calisma da azdir. Genelde hasta grubu havuzlara
ayrilarak calisilmis, bulunan degisiklikler ile devam edilmis, bulunamayan muhtemel

mutasyonlar ile pek ilgilenilmemistir.

Literatiirde tez c¢alismasinin validasyon kismina en c¢ok benzeyen yayin olarak
degerlendirilen yayinda, tek boyutlu 20°1i tek bir havuz igerisine genotipi bilinen 20 6rnek
DNA asamasinda karistirilarak ¢alisma yapilmis ve tespit edilen mutasyonlarda %100 basari

saglanmigtir (168). Calisma 6rnek sayisinin az olmasi, pozitiflik sayisinin az olmasi, farkl
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stratejileri barindirmamasi ile tez g¢aligmasina gore daha zayif olarak degerlendirilmistir.
Caligmanin daha giiclii oldugu tek kisim kapsamidir; ¢aligma 5 geni 116 PCR ile amplifiye

ederek amplikon dizilemesini gergeklestiren bir ¢alismadir.

Literatiirde tez ¢alismasinin FH grubu kismina en ¢ok benzeyen yayin olarak degerlendirilen
yayinda, 576 6rnegin genomunun 250 Kbp lik bir boliimii, 2 boyutlu 12x12°lik havuzlarla
taranmistir (162). Bu c¢alisma DNA asamasinda karistirilan havuzlardan olusmasi, 12°1i
havuzlar kullanmasi, kapsaminin 250 Kbp olmasi1 ve herhangi bir hasta grubu lizerinde degil,
sadece varyasyon tespiti amagli rastgele oOrneklerden yapilmis olmasi disinda, tez
calismasinin FH grubu kismina ¢ok benzemektedir. Calisma kandan oldugu i¢in toplum
taramasi i¢in tasarlandigi soylenemez. Ayni zamanda hasta grubu c¢alisiimadigi i¢in 6rnek

bazli klinik bir ¢ikarim da yapilamamustir.

Ozet olarak literatiirde DNA havuzlama ve NGS yéntemlerinin beraber kullanildigi ¢ok
sayida ¢alisma vardir, ancak bu calismalarin ¢ok azi genetik hastaliklarin toplum taramasi
odakli sayilabilecek caligmalardir. Bunun yansimasi pratikte de goriilmektedir; devletler
binlerce bireyin genomunun dizilenmesi i¢in genom merkezlerine biilyiik miktarlarda yatirim
yaparken, benzer maliyetlere milyonlarca tasiyici bireyi veya FH gibi yaygin goriilen
hastaliklar i¢in hasta bireyleri tespit etme yolunda yeterince ilerleme kaydedilememis ve

giiniimiize kadar uygulamaya gecen bu sekilde bir tarama programi olmamustir.
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6.2. SONUC

Hastalik tarama, birey ve toplum sagligi i¢in ¢cok onemli bir kavramdir. Hastalik tarama
sayesinde hastaliklar etkilerini gostermeden ¢ok daha Once tespit edilebilmektedir. Erken
tan1 bazi hastaliklar i¢in yasam ve 6liim arasindaki siir1 belirleyebilecek etkiye bile sahip

olabilmektedir.

DNA dizi analizi bir¢ok hastaligin tanisinda kullanilmaktadir. Giiniimiizde ¢ok gelismis ve
hala gelismekte olan DNA dizi analizi yontemi ve bir tarama yaklagimi olan havuzlamanin
giicleri birlestirilerek, toplumun degisik kesimlerinde DNA dizileme bazli hastalik taramasi

yapilabilir ve birey ve toplum sagligina dramatik fayda saglanabilir.

Bu tez calismasinda havuzlama yaklagimi ile birlikte kullanilan DNA dizi analiz yonteminin,
genetik hastaliklarin taranmasi agisindan basit ve etkili bir sekilde nasil kullanilabilecegi

gosterilmistir.
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EKLER
EK 1: Calismada kullanilan primerlerin dizileri ve elde edilen amplikonlarin boylari

Bos hiicreler havuzlarin mutasyon tespit edilmeyen genlerine aittir. 6 geninin higbirisinde
mutasyon tespit edilmeyen 8 adet negatif havuz yesil ile isaretlenmistir. Hi¢gbir havuzun

APOAZ2 geninde mutasyon tespit edilmemistir

Gen Ekzon Primer Primer dizisi Amplikon boyu
el (bp)
2 2F TTCACCTTTTACTTGCCCTAAATCTGG 313

2R GTATGGGTATGGCTTCATGTAGCTCAC

3 3F AAGCCTGGAGAACATAGTTTATCTGCTC 347
3R AACCTCAACACAGTTAGTGCTTTCGTC

4 4F ATGGTCCAGTTTCACTGCTACCTTGC 503
4R GAGTTACCACCTATCTACCTCTTCTGCTG

5 5F TGTTGTTTCCTGGACTCACTGCTGG 509
5R TCTCTCACATCCCTATCTTGCTTCATC

LIPA 6 6F GTGGTATTGTTTGCGTGGGTCTCAG 540
6R TTTTCTCCCAGACTCTCCTTGCTCTC

7 7F ATGTCCACTGGTTGCCATTCTCTCC 391
7R TTAGAGTTCTGATGAGGTCATTCCCAC

8 8F ATGGCTCTAGTTTTTAGTGCTTTGAAGG 286
8R CCAGATCAGATTTGTAAGCAGGTTGTC

9 9F TGCCTTGGAAATGAAGAGTAAATCTGG 364
9R TTGGATTGTTCTGAATGGACTGATGG

10 10F AATGTTTAATGGAGATTGCGCTTATTGTG 556
10R CAATACTATGGTTGAGACACTGGCTTCC

1 1F AGGGCTTGCGATTTGCTATCTTCTG 894
1R GGGCACCCGGAGTCAAAAGTTGG

5.3 2F TAGGAAAGAAGGCTGGTGAGAGCTG 1521
3R CCAGATACCCAGAGCTGAGCTGC

4 4F AAGTGCCCTGCTTCCAGTCTTTACC 457
4R AGTAATGGTCACCTTTGGGTCCTGC

57 5F AGACCTGGAGAAGAACAGCCTTTGC 1708
7R AAGAGGCCAAGCATTGTGAGGAGAC

8 8F CCATAGAAGTCATCAGGTCCAATGC 703
8R AGGAAATCAACTTGAGCTGCAGTGTG

9 9F GGAGGTGCTTTGATCTGAGGTTACTCC 437
9R GCTCTGATCTTCAGGCTGACAATGC

1F
APOA2 14 CCCATCCATAGTCCCTGTCACCTG 1353
4R CAGTGGGTGTTCTAGAGGCCAGC

ITIH4 1 1F TAGATCCCAATTTCCCAGAACCTGC 500
1R GTCAGCATAAATCATTCTCCTGAGGTC

LDLRAP1
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2F

AATGTTCACATATGAGATGCCTCACTG

2 2R AACACCTGGACAGCACTTAGGGATG >74
36 3F CCTTCGTCCCTTCTATAAAATGAATGC 1721
6R AACTAAATCACGTGTTTTCTGTCTGTGC
711 7F TTTGATGGTTGTCAGGTTTATGATGTC 2007
11R CCCTGTCTGACTGCAACCTGAGAG
12-17 12F TCTCATCCCTGTATGCTCTGTGACTG 2100
17R ATGATCCCAGGTTGAACTGACCCAC
18-20 18F GGTCCCTTGAACTGTTTTCTGATCC 984
20R TCCTCCTCTAGGCTCACCTCCAC
21 21F CCAAAGCCTTAGACACCAAGGGAC 647
21R GGTCACAAGGATTAGCAGCAGAGC
2924 22F CACTCCGTGACTTCCTGGACAAG 1471
24R CAAGAGACCATGAAGCAGACTGAACC
5 2F CGGGAAGTAGAATTTATTACAACCTGC 196
2R GCCAAAGTTGACTGACTACTGCATTCC
3 3F ATATCCAACCTGCCTTCCCATTGTG 234
3R ACATCTCCTCCCAGTCTCCACTTCC
4 4F GGCTTCATCCCAGTAGTTTCTTCACAC 322
4R CACTTCCATTCCCACAGTACATCTGAC
5 5F AGTACCAAACGGCCTCGTAGCAGTC 538
GHR 5R CTTGTTCACCAGCTGATCCCATCTC
6 6F AGAGCAAAAAGAAATATACAACATGGCAG 576
6R AGCATGAACATGTGGTATTAGGTCAAAGG
- 7F AACTATCTGGAAGACTAATGCACAGTTATAGC 200
7R CACCAAATTCCTGTCTCTAAACTTCCAC
8 8F TGCATTCTGTTTCAGTGGTTATCAAGAG 560
8R CTTGTTGAGGACTTGAGGGAAAGAGC
9-10 9F TTTCTTTCTTTCAAATACTAAATCTGGCTG 1966
10R ACACCCACAATATTAAGACAATCACTGC
o) 2F TCTCTGAGAGAGGGCAAATATTGGAC 473
2R CCTCTCTCTGACTTGCCTGCAAACC
ox3 3F CATCAAGTGCAATTAGGAACCAAACAG 358
PPP1R17 3R GGGAGTGCACAAATTACTTTAAAATACCTG
exd 4F TGGTGGCCATAATACTAAATTCCTCAG 635
4R GTAATGCTCTGACCCTTTCCCATCC
x5 5F CTAAGAGGTTTCTGGGTTGCCATGC 355
5R AAAGAGGTGACTGGCAATTTGATGG
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EK 2: 2D08 analiz sonuglari dizin tablosu.

D12oVhet| 2 3 [ctermnet| s 3 7 8
D129V C167R 200801
s 10 11 Y] 4 15 5 |oposos
17 18 19 20 2 3 2% |oosos
2 % 27 2% 29 |c222xhet] a1 2 |oosos
3 34 35 36 37 38 |weeamcre| 40
1V54+2T>C 2D08x05
21 o) 3 24 [czzmnom| 46 a7 8
2D08x06
2228 “
) 50 51 52 53 54 55 6 |ooscor
57 E) 59 60 [co2axhet| 62 E) % |onosos
2D08y01 2D08y02 2008y03 2D08y04 2D08y05 2008y06 2D08y07 2D08y08
65 66 |PistRnet| 68 63 |coarnet] 71 7
P 2D08x09
73 |Di2aVhet| 75 |C222Rhet| 77 |CL67W het| wsemncrer| 80
ooy 2D08x10
81 |DI39N het| S177P het | 84 85 86 87 88
DisoN | s177p 200811
39 %0 o1 2 03 94 o5 % |ypose
57 % 99 |csozaeGne] 101 |vissxhet| 103 |C167W hed
2D08x13
c.502delG 188X *
105 106 107 |wewzvorer| 109 110 111 02 | e
113 114 115 116 118 119 [ECT .
121 |wseernorer | 123 124 126 127 128 |iene
2D08y03 2D08yl0 2008yl 20D08yl2 2D08y13 2008yld 2D08yl5 2D08yl6
129 130 131 132 133 132 135 ECI
137 138 133 140 141 142 143 [ N
145 146 |D129Vhet| 148 149 150 151 152
P 2D08x19
153 154 |cao7Ghom| 156 157 158 159 [C .
161 o207 hom| 163 164 165 |vissxhet| 167 168
roen 2D08x21
169 170 171 172 173 174 175 76 |ooosan
177 178 179 180 181 182 183 [ .
185 186 187 188 189 190 |st77Phet| 192
2D08x24
51777 *
2D08y17 2D08yls 2008y1S 2D08y20 2D08y21 200822 200823 2D08y24
193 152 195 19 157 108 189 W0 |poe e
201 |C222Rhet| 203 204 |ousvhom| 206 207 208
2D08x26
C222R D118Y -
209 210 211 212 213 214 215 26 |oisor
csozaeiche] 218 219 [D129Vhet| 221 222 223 224
502delG D129V 200828
225 226 227 228 229 230 231 B2 |oaoo
233 234 235 236 237 238 239 20 e
241 242 243 |CLOR het| 245 247 248
Creon 2D08x31
249 250 251 252 253 255 I
2D08y25 2D08y26 2D08y27 2D08y28 2D08y29 2008y30 2D08y3L 2D08y32

| caax 257 258 259 260 261 262 263 |D139N het
D139N
265 266 267 268 269 270 2711 272
273 274 C222R het 276 277 278 279 280
281 282 283 284 285 286 287 | DL39N het
D139N
289 290 291 292 C173Y het 294 295 296
C173Y
297 298 299 300 301 C222R het 303 304
305 306 307 308 309 310 3101 312
313 314 315 316 317 318 319 320
2D08y33 2D08y34 2D08y35 2D08y36 2D08y37 2D08y38 2D08y39 2D08y40
1VS4+2T>C D139N het 322 323 324 325 326 327 328
c222R D133N
cle7w Di39Nhet| 330 331 332  |D22iNhet|] 334 335 336
D139N D221N
N169N het 338 339 340 341 342 343 344
N169N
345 346 347 348 349 350 351 352
c506delA hetf 354 355 356 357 358 359 360
c.506delA
361 362 363 364 365 |Cizavhet| 367 368
C173Y
369 370 371 372 373 374 375 376
377 378 379 380 381 382 383 384
2008y41 2D08yd2 2D08y43 2D0By4d 2D08BydS 2D08y46 2D08yA7  2D08yAS
G207G 385 386 387 388 389 390 391 392
393 ER 335 3% 397 398 339 200
401 202 |C23iXhom| 404 405 406 207 [csraaeia e
C231X c.372delG
409 410 411 412 413 414 415 416
417 418 419 5177L het 421 422 423 424
s177L
425 226 227 728 429 430 131 132
433 D136Y het 435 436 437 438 C173Y het 440
D136Y C173Y
441 442 443 444 445 446 447 448
2D08y49 2D08yS0 2D08y51 2D0By52 2D0ByS3 2D08y54 2D08yS5  2D08Y56
449 450 451 452 453 454 455 456
457 458 459 460 461 462 463 464
265 266 267 268 469 470 71 72
473 |s177Phom| 475 276 | D16BE het| 478 479 480
S177P
481 482 483 D168E het 485 486 487 488
489 450 491 492 493 494 495 496
297 198 299 |D139Nhet| s01 502 503 504
D139N
505 506 507 D139N het 509 510 511 C173Y het
D139N C173Y
2D08yS7 2D08y58 2D08y53 2D08y60 2D08y61 2D08y62 2D08y63  2D08y64
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EK 3: 2D16 analiz sonuclari dizin tablosu

D129V het 2 3 C167R het 5 6 7 8 129 130 131 132 133 134 135 136
C167R

9 10 11 12 14 15 16 137 138 139 140 141 142 143 144

17 18 19 20 21 22 23 24 145 146 D129V het 148 149 150 151 152

25 26 27 28 29 C222X het 31 32 153 154 G207G hom 156 157 158 159 160

33 34 35 36 37 38 IVS4+2T>C hat 40 161 G207G hom 163 164 165 Y188X het 167 168

41 42 43 a4 C222R hom 46 a7 48 169 170 171 172 173 174 175 176

43 50 51 52 53 54 55 56 177 178 179 180 181 182 183 184

57 58 59 60 C222X het 62 63 64 185 186 187 188 189 190 S177P het 192

65 66 P181R het 68 69 71 72 193 194 195 196 197 198 199 200

P181R
73 D129V het 75 C222R het 77 C167W het| wsasamchet 80 201 C222R het 203 204 D118Y hom 206 207 208
D118Y

81 S177P het 84 85 86 87 88 209 210 211 212 213 214 215 216

83 90 91 92 93 94 95 96 c 502delG het] 218 219 D129V het 221 222 223 224

97 98 99 c.502delG het| 101 ¥188X het 103 C167W het| 225 226 227 228 229 230 231 232

105 106 107 IVS4+2T>C hat 109 110 111 112 233 234 235 236 237 238 239 240

113 114 115 116 118 119 120 241 242 243 C160R het 245 247 248

C160R
121 1W54+2T>C hat 123 124 126 127 128 249 250 251 252 253 255 256
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C231X c.372delG

281 282 283 284 285 286 287 [D13onhet] 409 410 411 412 413 414 415 416

289 290 291 292 C173Y het 294 295 296 417 418 419 S177L het 421 422 423 424

S177L

297 298 299 300 301 C222R het 303 304 425 426 427 428 429 430 431 432

305 306 307 308 309 310 311 312 433 = 435 436 437 438 C173Y het 440

313 314 315 316 317 318 319 320 441 4432 443 444 445 446 447 448

D139N het 322 323 324 325 326 327 328 449 450 451 452 453 454 455 456

D139N het 330 331 332 D221N het 334 335 336 457 458 459 460 461 462 463 464

D221N
N169N het 338 339 340 34 342 343 344 465 466 467 468 469 470 471 472
N169N
345 346 347 348 349 350 351 352 473 S177P hom 475 476 D168E het 478 479 480
$177P
c506delA het| 354 355 356 357 358 359 360 481 482 483 D168E het 485 486 487 488
c.506delA

361 362 363 364 365 C173Y het 367 368 489 490 491 492 493 494 495 496

369 370 371 372 373 374 375 376 497 498 499 D139N het 501 502 503 504
377 378 379 380 381 382 383 384 505 506 507 D139N het 509 510 511 C173Y het
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2D24 analiz sonuclari dizin tablosu
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EK 6: Tekrarlanabilirlik calismasi sonuclar:

Ornek Havuz MAF | Ortalama sD %SD

2D-08_X01 | 0,200

2D-08_Y01 | 0,150

2D-08_X10 | 0,140

FHO403 2D-08_Y10 | 0,150
D129Vhet | 2008 x19 | 0120 | 130 | 0034 | 231

2D-08.Y19 | 0,070

2D-08_X28 | 0,120

2D-08 Y28 | 0,140

2D-08 X37 | 0,110

2D-08_Y37 | 0,100

2D-08_X46 | 0,110

FHO6019 | 2D-08_Y46 | 0,120
C173Yhet | 2008 x55 | o100 | 199 | 001 97

2D-08_Y55 | 0,120

2D-08_X64 | 0,120

2D-08_Y64 | 0,090

2D-16_X01 | 0,070

2D-16_Y01 | 0,100

2D-16_X03 | 0,080

FHO403 2D-16_Y02 | 0,090
D129Vhet | 2016 x10 | o060 | 7t | 0016 | 227

2D-16_Y11 | 0,060

2D-16 X12 | 0,060

2D-16_Y12 | 0,050

2D-16 X21 | 0,060

2D-16_Y21 | 0,100

2D-16_X23 | 0,013

FHO6019 | 2D-16.Y22 | 0,070
C173Yhet | 2p16 x30 | o060 | 003 | 0022 | 358

2D-16 Y31 | 0,070

2D-16 X32 | 0,070

2D-16_Y32 | 0,060

2D-24 X01 | 0,038

2D-24 Y01 | 0,027

2D-24_X04 | 0,023

0403 2D-24 Y02 | 0,037
ooy tar |_2D24X10 | 0018 | 0030 | 0008 | 27,3

2D-24 Y03 | 0,032

2D-24 X17 | 0,034

2D-24 Y17 | 0,016

2D-24_X19 | 0,035
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2D-24 Y20 | 0,041
2D-24 X05 | 0,028
2D-24 Y13 | 0,028
2D-24_X14 | 0,013
FH06019 2D-24 Y14 | 0,028
C173Yhet | 2024 x16 | 0,049 0,028 0,011 38,3
2D-24 Y15 | 0,027
2D-24 X23 | 0,015
2D-24 Y24 | 0,038
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EK 7: FH hasta grubu i¢in tespit edilen 8 adet negatif havuz, 72 adet pozitif havuz,

bulunan mutasyonlar ve frekanslari

Bos hiicreler havuzlarin mutasyon tespit edilmeyen genlerine aittir. 6 geninin higbirisinde
mutasyon tespit edilmeyen 8 adet negatif havuz yesil ile isaretlenmistir. Hi¢gbir havuzun

APOA2 geninde mutasyon tespit edilmemistir.

Havuz LIPA LDLRAP1 APOA2 ITIHA GHR PPP1R17
LX1-1 Q136X; 0,52
LX1-2 | 1252L;0,17 | Q136X;0,66 R56X; 0,09 R229H; 0,12
LX1-3
174M; 0,12
LX1-4 gf)zgq’ IVS3+1G>T; 0,15 E392E; 0,06 L7L; 0,07
’ R238W; 0,10
LX1-5
A613A; 0,08
LX1-6 R238W; 0,10 L6215 0,07
LX1-7 IVS12+5G>A; 0,05
Q136X; 0,53
LX1-8 IVS4-1G>A; 0,16
LY1-1 E392E; 0,04 L7L; 0,04
Q136X; 0,17 _
LY1-2 IVS4-1G>A; 0,25 IVS12+5G>A; 0,05 flefﬁ’oo'llll
R238W; 0,09 e
Q136X; 0,27
LY1-3 IVS3+1G>T; 0,15
12521; 0,11 | Q136X; 0,38
LY1-4 | Q298Q; I74M; 0,09
0,06 R238W; 0,13
LY1-5 Q136X; 0,35
LY1-6 | 1252L;0,11 | Q136X;0,37 R56X; 0,09
LY1-7 Q136X; 0,31
LY1-8 Q136X; 0,17 R229H; 0,12
LX2-1
LX2-2 E332K; 0,08 M530T; 0,12
LX2-3 V143M; 0,13
LX2-4 R238W; 0,07
LX2-5 Q136X; 0,39
Q136X; 0,20
LX2-6 S202H 0,09
E217X; 0,11
I74M; 0,13
LX2-7 R238W; 0,15
V290V; 0,08
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LX2-8 Q136X; 0,29
LY2-1 Q136X; 0,38
LY2-2 M530T; 0,09
LY2-3
LY2-4 S202H 0,12
174M; 0,08
LY2-5 R238W: 0,07 E332K; 0,09
LY2-6 V143M; 0,07
Q136X; 0,23
LY2-7 R238W; 0,11
V290V; 0,06
Q136X; 0,33
LY2-8 E217X; 0,15
LX3-1
LX3-2 D87D; 0,06 R229H; 0,08
LX3-3 R238W; 0,07
LX3-4 | 1252L; 0,09
G249R; 0,07
LX3-5 N333N; 0,06
$202H; 0,06
1X3-6 | 12521;0,12 | "o 8W: 0,10
LX3-7 S202H; 0,08 V327L; 0,08
LX3-8 R238W; 0,06
LY3-1 V327L; 0,07
LY3-2 G249R; 0,08 R229H; 0,09
LY3-3 S202H; 0,08
LY3-4
LY3-5 R238W; 0,16 D87D; 0,06
LY3-6 | 1252L; 0,20
LY3-7 $202H; 0,06 N333N; 0,04
LY3-8 R238W; 0,07
LX4-1
LX4-2 Q136X; 0,17 T832M; 0,09
LX4-3 D564E; 0,13
R179C; 0,06
LX4-4 R238W; 0,16 VASOM:; 0,06
LX4-5 E332K; 0,11 R179C; 0,11
R238W; 0,13
LX4-6 ¢.246delG; 0,17
R238W; 0,06
LX4-7 Q86X 0,08 D892D; 0,08 V499M; 0,07
LX4-8 | 1252L; 0,09 R179C; 0,08
LY4-1 Q86X; 0,11 D892D; 0,10
LY4-2 R238W; 0,06 T832M; 0,08 R179C; 0,05
LY4-3 R179C; 0,08
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Ly4-4 | 1252L;0,11 | Q136X;0,16
LY4-5 R238W; 0,16 V499M; 0,04
LY4-6 E332K; 0,07 R179C; 0,07
LY4-7 R238W; 0,03 D564E; 0,04
LY4-8 c.246delG; 0,20 V499M; 0,10
L150L; 0,07
LX5-1 G249R; 0,03
E332K; 0,11
1X5-2 M358lI; 0,06
LX5-3 R238W; 0,09 G418S; 0,05
LX5-4 T896T; 0,10
R689C; 0,06
LX5-5 W850C; 0,06
LX5-6 R238W; 0,05
T586T; 0,13
LX5-7 R238W; 0,06 PO19P- 0,06
R238W; 0,09 _ .
LX5-8 E217X; 0,08 P919P; 0,06 E62K; 0,06
LY5-1 T896T; 0,09
M358l; 0,07
LY5-2 T586T; 0,10
LY5-3 R238W; 0,08 P919P; 0,04
LY5-4 R238W; 0,06 G418S; 0,05 E62K; 0,08
LY5-5
E332K; 0,10
LY>-6 P919P; 0,06
G249R; 0,03
LY5-7 R238W; 0,06 R689C; 0,05
W850C; 0,07
LY5-8 R238W; 0,15 L150L; 0,08
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EK 8: Tespit edilen mutasyon cesitleri

Gen Mutasyon cDNA pozisyonu hg19 pozisyonu dbSNP kodu MAF Clinvar*
LIPA 1252L C.754A>T chr10:90,983,509 | rs147493628 <0,01 iy
LIPA Q298Q c.894G>A chr10:90,982,268 | rs116928232 <0,01 P
LDLRAP1 174M €.222C>G chrl1:25,880,546 rs199630684 <0,01 -
LDLRAP1 | c.246delG c.246delG chr1:25,881,365 - - -
LDLRAP1 Q86X c.256C>T chrl:25,881,375 rs997683431 - -
LDLRAP1 IVS3+1G>T c.344+1G>T chrl:25,881,464 - - -
LDLRAP1 | Q136X c.406C>T chr1:25,883,705 | rs121908325 <0,01
LDLRAP1 IVS4-1G>A c.460-1G>A chrl:25,889,134 rs2124688583 - P
LDLRAP1 | S202H €.604_605delTCinsCA | chr1:25,889,632 | rs386629678 - iy
LDLRAP1 E217X c.649G>T chrl:25,890,184 rs2044402416 - P
LDLRAP1 R238W c.712C>T chrl:25,890,247 rs41291058 0,02 i
LDLRAP1 | V290V c.870C>T chrl:25,893,426 rs200433841 <0,01 iy
ITIH4 R56X c.166C>T chr3:52,863,220 rs761970932 <0,01 -
ITIH4 D87D €.261T>C chr3:52,861,204 | rs751642445 <0,01 -
ITIH4 L150L c.450C>T chr3:52,860,876 | rs143427404 <0,01 i
ITIH4 G249R €.745G>C chr3:52,859,916 | rs139719930 <0,01 -
ITIH4 V327L €.979G>T chr3:52,858,479 | rs1343545265 <0,01 -
ITIH4 E332K €.994G>A chr3:52,858,464 | rs772851128 <0,01 -
ITIH4 N333N €.999C>T chr3:52,858,459 | rs142248896 <0,01 -
ITIH4 M358| c.1074G>A chr3:52,858,303 | rs749483845 <0,01 -
ITIH4 E392E c.1176G>A chr3:52,858,016 | rs374402919 <0,01 -
ITIH4 G418S €.1252G>A chr3:52,857,940 | rs141154056 <0,01 -
ITIH4 IVS12+5G>A | ¢.1679+5G>A chr3:52,855,002 | - - -
ITIH4 R689C €.2065C>T chr3:52,853,421 | rs546117123 <0,01 -
ITIH4 T586T €.1758G>A chr3:52,854,723 | rs768999504 <0,01 -
ITIH4 T832M €.2495C>T chr3:52,848,356 | rs150977188 <0,01 -
ITIH4 W850C ¢.2550G>C chr3:52,848,301 rs148943741 <0,01 -
ITIH4 D892D c.2676C>T chr3:52,848,038 | rs750458578 <0,01 -
ITIH4 T896T €.2688G>A chr3:52,848,026 | rs532679730 <0,01 -
ITIH4 P919P c.2757G>A chr3:52,847,473 rs78780447 0,01 -
GHR L7L c.21G>A chr5:42,565,997 | rs756572945 <0,01 -
GHR E62K c.184G>A chr5:42,689,039 | rs121909361 <0,01 P
GHR R179C c.535C>T chr5:42,700,021 rs121909362 <0,01 B
GHR R229H c.686G>A chr5:42,711,376 rs6177 <0,01 B
GHR V499 M c.1495G>A chr5:42,719,104 rs373984725 <0,01 B
GHR M530T ¢.1589T>C chr5:42,719,198 rs148677728 <0,01 B
GHR D564E c.1692C>A chr5:42,719,301 rs1176485395 <0,01 -
GHR A613A €.1839C>A chr5:42,719,448 | rs1220068702 <0,01 -
GHR L622L €.1866C>T chr5:42,719,475 | rs772856718 <0,01 iy
PPP1R17 | V143M C.427G>A chr7:31,746,856 | rs367827815 <0,01 -

* I: lyimser, [Y: Iyimsere yakin, P: Patojenik, B: Belirsiz &neme sahip
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EK 9: Pozitif bulunan érnekler ve genotipleri

Bir mutasyon tasiyan ornekler (64 adet):

Ornek kodu Gen Mutasyon Zigozite

L00S LDLRAP1 Q136X homozigot

L006 LDLRAP1 Q136X homozigot

L008 LDLRAP1 Q136X homozigot

L010 LDLRAP1 Q136X homozigot

L011 LDLRAPL1 | Q136X | homozigot

L013 LDLRAP1 Q136X homozigot

L015 LDLRAP1 Q136X homozigot

LO16 GHR R229H heterozigot
L027 LDLRAP1 | IVS3+1G>T | homozigot
L050 ITIHA IVS12+5G>A | heterozigot

L058 LDLRAP1 | IVS4-1G>A | homozigot

L059 LDLRAP1 Q136X homozigot

L060 LDLRAP1 Q136X homozigot

L061 LDLRAP1 Q136X homozigot

L063 LDLRAP1 Q136X homozigot

L064 LDLRAP1 Q136X homozigot

LO74 GHR M530T heterozigot
LO77 ITIHA E332K heterozigot
L 086 PPP1R17 V143M heterozigot

L095 LDLRAP1 R238W heterozigot

L097 LDLRAP1 Q136X homozigot

L104 LDLRAPL| Q136X | homozigot

L105 LDLRAP1 Q136X homozigot

L108 LDLRAP1 S202H heterozigot

L112 LDLRAP1 E217X heterozigot

L119 LDLRAP1 V290V heterozigot

L127 LDLRAP1 Q136X homozigot

L138 GHR R229H heterozigot
L141 ITIHA D87D heterozigot
L149 LDLRAP1 R238W heterozigot
L158 LIPA 1252 heterozigot
L162 ITIHA G249R heterozigot
L167 ITIHA N333N heterozigot
L174 LIPA 1252 heterozigot

L175 LDLRAP1 S202H heterozigot

L176 LDLRAP1 R238W heterozigot

L177 ITIH4 V327L heterozigot

L179 LDLRAP1 S202H heterozigot

L189 LDLRAP1 R238W heterozigot
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L202 ITIH4 T832M heterozigot
L204 LDLRAP1 Q136X homozigot
L215 GHR D564E heterozigot
L218 GHR R179C heterozigot
L223 LDLRAP1 R238W heterozigot
L237 LDLRAP1 R238W heterozigot
L240 LDLRAP1 | c¢.246delG | homozigot
L242 LDLRAP1 R238W heterozigot
L248 GHR VV499M heterozigot
L251 GHR R179C heterozigot
L252 LIPA 1252 heterozigot
L263 ITIHA G249R heterozigot
L264 ITIHA L150L heterozigot
L266 ITIHA M358I heterozigot
L270 ITIHA E332K heterozigot
L275 LDLRAP1 R238W heterozigot
L276 ITIHA G418S heterozigot
L281 ITIHA T896T heterozigot
L303 LDLRAP1 R238W heterozigot
L306 ITIHA T586T heterozigot
L307 ITIHA P919P heterozigot
L312 LDLRAP1 R238W heterozigot
L318 ITIHA P919P heterozigot
L319 LDLRAP1 E217X heterozigot
L320 LDLRAP1 R238W heterozigot

Iki mutasyon tasiyan drnekler (8 adet):

Ornek kodu | Gen Mutasyon Zigozite

L012 LIPA 1252 heteroz_igot
LDLRAP1 Q136X homozigot

L025 ITIH4 E392E heteroz?got
GHR L7L heterozigot

L117 LDLRAP1 174M homoz!got
LDLRAP1 R238W homozigot

L9291 LDLRAP1 R238W heteroz?got
GHR V499M heterozigot

1230 ITIHA E332K heteroz!got
GHR R179C heterozigot

L241 LDLRAP1 Q86X heterozigot
ITIH4 D892D heterozigot

L 205 ITIH4 R689C heteroz?got
ITIH4 W850C heterozigot

1316 LDLRAP1 R238W heteroz?got
GHR E62K heterozigot
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Uc mutasyon tasiyan drnekler (3 adet):

Ornek kodu | Gen Mutasyon Zigozite

LIPA 12521 heterozigot

LO14 LDLRAP1 Q136X homozigot
ITIHA R56X heterozigot

LIPA Q298Q heterozigot

L028 LDLRAP1 174M homozigot
LDLRAP1 R238W homozigot

LDLRAP1 R238W heterozigot

L042 GHR AB613A heterozigot
GHR L622L heterozigot
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