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ÖZET 

Doktora Tezi 

Nadir Mutasyonların Taramasına Yönelik Derin Dizileme Çalışmaları İçin Çok Boyutlu 

Havuzlama Yaklaşımının Geliştirilmesi ve Familyal Hiperkolesterolemi Hasta Grubunda 

Uygulanması 

Haldun Doğan 

Ankara Üniversitesi Biyoteknoloji Enstitüsü 

Prof. Dr. Hilal Özdağ Sevgili 

DNA dizi analizine dayanan testler düşük maliyetli olmamaları sebebiyle günümüzde 

genetik hastalıkların geniş kitlelerde taramasında sınırlı olarak kullanılabilmektedirler. 

Havuzlama yaklaşımı maliyet düşürücü etkisi sayesinde özellikle hastalık tarama 

programlarında tercih edilmektedir. Yeni Nesil Dizileme (YND/NGS) teknolojisinin 

havuzlama yaklaşımı ile birlikte kullanılması, genetik hastalıkların toplum çapında 

taranması önündeki en büyük engel olan maliyet problemine çözüm sağlayarak, kitlelerin 

genetik hastalıklarının DNA dizileme ile taranmasında kullanılabileceği öngörülmektedir. 

Bu tez çalışmasında 2 ve 3 boyutlu farklı havuzlama yaklaşımları, basitlik ve kullanım 

kolaylığı ön planda tutularak test edilmiş, elde edilen sonuçlara göre seçilen 2 boyutlu 

8x8’lik havuzlama ile 256 adet FH hastası ve 64 adet kontrol örneğinin 6 geni NGS 

teknolojisi kullanılarak nadir varyasyonlar açısından taranmıştır.  

Çalışma kapsamında denenen havuzlama yaklaşımları arasından 2 boyutlu 8x8 ve 16x16’lık 

havuzlamalar başarılı, 24x24’lük havuzlama ise kısmen başarılı olarak değerlendirilmiştir. 

Daha yüksek havuzlamalar ise başarısız olarak değerlendirilmiştir. Taranan 320 adet örneğin 

75’inde, 40 farklı mutasyondan toplam 89 adet genotip tespit edilmiştir. 

2023, 176 sayfa 

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

havuzlama, FH, familyal hiperkolesterolemi 
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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 Doğan 

Ankara University Biotechnology Institute 

Prof. Dr. Hilal Özdağ 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. GİRİŞ 

DNA dizileme günümüzde en yaygın olarak kullanılan DNA analizi yöntemidir. İlk 

geliştirildiği 40 yıl öncesine göre müthiş bir hızla ilerleyerek, günümüzde dünya çapında 

yıllık yaklaşık 10 milyar dolarlık bir sektör haline gelmiş (1) ve hızla gelişmeye devam 

etmektedir. 

Havuzlama yaklaşımı birçok biyolojik testte kullanılan bir yaklaşımdır. Özellikle maliyet 

düşürücü özelliği sebebi ile tarama testlerinde ve tarama programlarında 

kullanılabilmektedir. 2020 yılında başlayan SARS-CoV-2 pandemisi ile tekrar gündeme 

gelmiş ve bu alanda yapılan bilimsel çalışma ve yayınların sayısında ciddi bir artış olmuştur 

(2). 

Hastalık tarama, birey ve toplum sağlığı için çok büyük bir öneme sahiptir. Hem hastalıkların 

önlenmesinde hem de hali hazırda oluşmuş hastalıkların erken teşhisi ile tedavisinin 

mümkün hale getirilmesinde ve/veya kolaylaştırılmasında etkin bir rol oynamaktadır. Bu 

sebeplerden dolayı ülkemiz de dahil olmak üzere birçok ülkede hastalık tarama programları 

uygulanmaktadır (3). Hastalık taramada DNA seviyesinde mutasyon taramanın 

uygulanması, günümüzde hala bir tarama testine göre yüksek olan maliyetleri sebebiyle son 

derece kısıtlıdır. Ancak gelişen DNA dizileme teknolojisi ve maliyet düşürücü havuzlama 

gibi yaklaşımların mevcut teknolojiler içerisine adapte edilmesi sayesinde, yakın gelecekte 

tüm genetik hastalıkların DNA bazında taranmaması için hiçbir sebep yoktur. 

Familyal hiperkolesterolemi, yaklaşık 500 ila 200’de 1 olan frekansı ile tüm dünyada en 

yaygın görülen genetik ve kalıtsal hastalık olarak kabul edilmektedir (4). Hastalığın bireyde 

erken tespiti, hastalığın yönetilmesi, semptomlarının azaltılması veya geciktirilmesi 

açısından son derece faydalıdır. Bu özellikleri sebebi ile hastalık tarama programları ile 

taraması, bireysel ve toplumsal olarak çok büyük bir fayda sağlama potansiyeli olan bir 

hastalıktır. 
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2. KURAMSAL TEMELLER  

2.1. DNA DİZİLEME 

DNA dizileme (veya DNA sekanslama), bir DNA molekülündeki nükleotidlerin yönü ile 

beraber sırasının belirlenmesidir (5). DNA molekülü 4 adet nükleotidin (adenin, guanin, 

sitozin ve timin) oluşturduğu, dallanma yapmayan bir polimerdir. Polimer zincirinin bir yönü 

vardır; zincirin iki ucu aynı değildir. Nükleotidlerin yapısında bulunan deoksiriboz 

molekülünün karbon atomu numaralarından yola çıkarak, DNA molekülünün uçları 5’ ve 3’ 

olarak adlandırılır. DNA dizilimi -aksi belirtilmediği sürece- DNA polimerizasyon, 

transkripsiyon ve translasyonun da yönü olan 5’ ucundan 3’ ucuna olacak şekilde yazılır.  

DNA dizileme günümüzde en yaygın olarak kullanılan DNA analiz yöntemidir. 2023 yılı 

itibariyle dünya çapında pazar büyüklüğü yıllık yaklaşık 15 milyar dolar seviyesine çıkmıştır 

ve her yıl yaklaşık %15-20 büyümeye devam etmektedir (6). Yıllık üretilen DNA dizileme 

verisi ise yaklaşık 40 eksabayt seviyesindedir; ki bu miktar Youtube’a yüklenen yıllık 

verinin onlarca katına eşittir (7). 1 eksabayt yaklaşık olarak 1018 bayta eşittir (Şekil 2.1.). 

 

Şekil 2.1. Eksabayt 
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2.1.1. DNA DİZİLEMENİN TARİHÇESİ 

DNA ilk olarak 1869 yılında Friedrich Miescher tarafından tanımlanmış ve izole edilmiştir 

(8). Uzun yıllar boyunca hücre içinde ne görev aldığı tam olarak anlaşılamamak ile birlikte, 

genel olarak kalıtsal bilginin nesiller arasında proteinler tarafından taşındığı düşüncesi 

hâkim olduğu için, DNA’nın kalıtsal molekül olabileceği düşünülmemiştir. DNA’nın 

kalıtsal molekül olabileceği fikri ilk olarak 1944 yılında Oswald Avery, Colin MacLeod ve 

Maclyn McCarty’nin bakteriler üzerinde yapmış ve yayınlamış oldukları çalışma ile 

gösterilmiş ve bu tarihten sonra kabul görmüştür (9). DNA molekülünün yapısının 1953 

yılında, Rosalind Franklin ve Maurice Wilkins’in de yardımı ile, James Watson ve Francis 

Crick tarafından ortaya koyulması (10); ilk defa bir protein olan insülin molekülünün (daha 

sonra da 2000’li yılların ortalarına kadar kullanılan tek DNA dizileme yöntemini de 

geliştirecek olan Frederick Sanger tarafından) 1952 yılında dizilenmesinin tamamlanarak 

yapısının ortaya çıkartılması (11) ve 1958 yılında Francis Crick tarafından proteinlerin 

diziliminin, DNA’nın diziliminden geldiğinin öne sürülmesi (12) sonucunda, DNA 

molekülünün dizilenme gereksinimi had safhaya çıkmıştır. Buna rağmen DNA molekülünün 

ilk defa dizilenmesi 10 yıldan fazla sürmüştür; her ne kadar proteinler gibi polimer 

makromolekül olsa da DNA’nın dizilenmesi proteinlere göre çok daha zordur; proteinlerin 

dizilenmesinde kullanılan yaklaşım işe yaramamıştır. Bunun sebepleri; proteinlerin aksine 

DNA zincirinde sadece 4 farklı çeşit monomerin (nükleotid) olması (proteinler 20’den fazla 

çeşit amino asitten oluşurlar), nükleotidlerin moleküler ağırlıklarının birbirine çok yakın 

olması (en küçük nükleotid olan sitozin: 307 g/mol, en büyük nükleotid olan guanin: 347 

g/mol, oran olarak 1:1,13; en küçük amino asit olan glisin: 75 g/mol, en büyük amino asit 

olan triptofan: 204 g/mol, oran olarak 1:2,72), tipik bir DNA zincirinin, tipik bir protein 

zincirine göre çok daha fazla monomerden oluşması, değişik DNA zincirlerinin kimyasal 

özelliklerinin proteinlerin aksine çok benzemesi sonucunda ayrılmasının zor olması ve dizi 

spesifik DNAse enzimlerinin tam olarak keşfedilmemiş olmasını sayabiliriz (13). Bu 

sebeplerden dolayı DNA molekülünün ilk defa dizilenmesi ancak 1970 yılında Ray Wu 

tarafından sadece 8 nükleotid uzunluğunda gerçekleştirilebilmiştir (14). Geniş kitlelerce 

kullanılabilecek kadar pratik, yüksek kapasiteli ve gerçek anlamda DNA dizileme teknolojisi 

olarak kabul edilen 2 yöntem, 1977 yılında geliştirilmiştir (5); bunlar Walter Gilbert ve Allan 

Maxam’in geliştirdiği kimyasal degradasyon yöntemi (15) ve Frederick Sanger ve 

arkadaşlarının geliştirdiği dideoksi zincir sonlanma yöntemidir (16). Bu iki yöntemden 
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Frederick Sanger’in geliştirdiği zincir sonlanma yöntemi, diğerine kıyasla çok daha güçlü 

bir yöntem olduğu için kısa süre içinde Maxam-Gilbert yöntemi ortadan kalkmış ve DNA 

dizileme tamamen Sanger yöntemi üzerine gelişmiştir (5). Sanger yöntemi çok güçlü bir 

yöntemdir ve PCR gibi diğer çok güçlü bir teknolojinin 1985 yılında Kary Mullis tarafından 

geliştirilip (17) Sanger yöntemi içerisine dahil edilmesi ile teknoloji çok daha güçlü bir hale 

gelmiştir. Aynı zamanda başta tespit için kullanılan radyoaktivite yerine floresan tespitinin 

geliştirilmesi, yöntem içerisinde daha verimli çalışacak DNA polimerazların geliştirilmesi 

ve dizilemeyi gerçekleştirecek çok kapillerli otomatik kapiller elektroforez cihazlarının 

geliştirilmesi ile Sanger dizileme çok daha güçlenmiştir, kolaylaşmış, maliyeti düşmüş, 

işlem hacmi yükselmiştir; öyle ki 1980’lerin başından 2000’li yılların ortalarına kadar (NGS 

gelişip pratikte kullanıma girene kadar) yaklaşık 25 yıl boyunca DNA dizileme sahasının tek 

oyuncusu olmuştur (5, 18). İnsan Genom Projesi, bütünüyle Sanger dizileme yöntemi ile 

yapılmıştır (19, 20). Günümüzde bile, NGS kadar yaygın olmasa da hala kullanımına devam 

edilmektedir. Teknolojinin inanılmaz ölçüde geliştiği bu 40 yıllık süre sonunda bile hala 

kullanılıyor olması ve daha uzun süre ortadan kalkacak gibi görünmemesi, tek başına Sanger 

dizilemenin ne kadar güçlü bir yöntem olduğunu kanıtlamaya yeter.  

1990’lı yılların ortalarından itibaren, “ikinci nesil” olarak ta adlandırılan ancak daha yaygın 

olarak kullanılan ismi ile NGS teknolojileri geliştirilmeye başlanmıştır. NGS tabanlı üretilen 

ilk ticari cihaz, 454 Life Sciences tarafından 2000 yılında geliştirilmiştir. Teknolojiyi 

geliştiren Jonathan Rothberg 2007 yılında bu cihazı Roche firmasına satarak bütün dünya 

pazarına açılımını sağlamıştır. Bu teknoloji 1990’ların sonlarına doğru geliştirilen 

pirosekanslama yöntemine dayanmaktadır (21). Bu tarihten itibaren Sanger yöntemini 

geliştirme üzerine yapılan çalışmalar ve maddi yatırımlar hızla gerilemiş, bunu yerine 

teknoloji geliştiren şirketler çok daha büyük potansiyel barındıran NGS üzerine 

yoğunlaşmıştır. 2010’lu yıllardan itibaren ise bir sonraki nesil (3. nesil) DNA dizileme 

teknolojileri geliştirilmeye başlanmıştır. Bununla beraber hangi teknolojinin NGS, hangi 

teknolojinin 3. nesil olarak kabul edilmesi gerektiği ile ilgili tartışmalar başlamıştır ve halen 

de devam etmektedir (5). 3. nesil DNA dizileme için çok büyük umutlar ile başlanan 

çalışmalar beklendiği kadar hızlı ilerleyememiştir. Dünya üzerinde çok fazla araştırmacı ve 

firma 10 yıldan fazla bir süredir 3. nesil DNA dizileme teknolojileri üzerinde çalışıyor 

olmasına rağmen, günümüzde ticari olarak araştırmacıların kullanımına sunulan sadece iki 

teknoloji geliştirilebilmiştir; bunlardan biri olan PacBio firmasının teknolojisinin, modifiye 
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nükleotid ve enzimatik reaksiyon içermesi sonucunda NGS teknolojilerine benzemesi sebebi 

ile tam olarak 3. nesil olmayacağını düşünen araştırmacılar da vardır. Diğer teknoloji olan 

Oxford Nanopore Technologies firmasının teknolojisinin ise veri kalitesi hala beklenen 

seviyede değildir (22). Günümüzde 3. nesil DNA dizileme ve Sanger yöntemi aktif olarak 

kullanılmalarına rağmen oransal olarak o kadar küçüklerdir ki, tüm dünyada üretilen DNA 

dizileme verisinin tamamı NGS teknolojileri ile üretilmektedir denilirse çok ta abartmış 

olunmaz. DNA dizilemenin özet kronolojik tarihçesi Şekil 2.2.’de gösterilmiştir. 

 

Şekil 2.2. DNA dizilemenin tarihçesi (23) 

2.1.1.1. MOORE YASASI VE DNA DİZİLEME 

Moore yasası olarak bilinen kavram, bilgisayar teknolojileri öncü firmalarından Intel 

firmasının CEO’su olan Gordon Moore’un, 1965 yılında bilgisayar teknolojilerinin 

ilerlemesi ile ilgili yapmış olduğu bir öngörüye dayanmaktadır. Moore, makalesinde özet 

olarak bilgisayar teknolojilerinin zaman içerisinde logaritmik olarak ilerleyeceğini, yani 

belirli bir zaman içerisinde teknolojinin kendisini ikiye katlayarak ilerlemesini 

sürdüreceğini, bunun sonucunda da teknolojinin çok hızlı ilerleyeceğini öngörmüştür (24). 

Zaman Gordon Moore’un öngörüsünde ne kadar haklı olduğunu göstermiş (Şekil 2.3.), 

bunun sonucunda da Moore yasası olarak ünlenen kavram, sadece bilgisayar teknolojileri 

değil, logaritmik olarak çok hızlı bir şekilde ilerleme kaydeden tüm gelişmeler için 

kullanılan genel bir jargon haline gelmiştir (25). 
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Şekil 2.3. Moore yasası (25) 

DNA dizileme teknolojilerinin ilerlemesine bakıldığı zaman da, ilk geliştirilmeye başlandığı 

zamandan itibaren Moore yasasına uyduğu görülebilmektedir; DNA dizileme verisi birim 

maliyeti belirli bir zaman içinde yaklaşık olarak yarıya inerek ilerleme sağlanmıştır (26). 

Ancak çok ciddi bir farklılık göze çarpmaktadır; NGS teknolojilerinin geliştirilmesinden 

sonra grafikte bir kırılma yaşanmış ve DNA dizileme yine Moore yasasını takip etmekle 

birlikte bu sefer grafiğin farklı bir yerinden takip etmeye başlamıştır (Şekil 2.4.).  

 

Şekil 2.4. Zaman içinde Mbp başına DNA dizileme verisi maliyeti  
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Günümüzde NGS teknolojileri geliştirilmemiş olsaydı, Moore yasasını takip eden Sanger 

teknolojisi ile yaklaşık 100.000 USD tutması beklenen bir insan genomunun dizilenme 

maliyeti, NGS teknolojileri sayesinde günümüzde birkaç yüz dolar seviyelerine kadar 

düşebilmiştir (Şekil 2.5.). 

 

Şekil 2.5. NGS etkisi ile kırılmış DNA dizileme Moore yasası grafiği; bir insan genomu 

dizileme maliyeti  

2.1.1.2. FREDERICK SANGER 

Frederick Sanger, insanlığın son döneminde yaşamış en büyük bilim insanlarından bir 

olmasına rağmen, moleküler genetik alanı dışında hak ettiği kadar tanınmayan bir bilim 

insanıdır. Günümüzde genetik ve genomik alanlarındaki ilerlemede çok sayıda bilim insanın 

katkısı ile olmuş olsa da bunlardan en önemlilerinden bir -belki de en önemlisi- Frederick 

Sanger’dir; kendisi “genomiğin babası” olarak ta adlandırılmaktadır (27). Günümüzde bir 

insanın tüm genomunu dizilemeyi sağlayan NGS teknolojileri sayesinde çok sayıda 

hastalığın tanısı koyulabilmekte, kanser de dahil olmak üzere hastalıklar daha iyi 

anlaşılabilmekte ve çok sayıda fazla hastalığa tedavi geliştirilebilmekteyse, bunun en önemli 

mihenk taşlarından bir tanesi Frederik Sanger’in Sanger yöntemini geliştirmesidir denebilir; 

İnsan Genom Projesi Sanger yöntemi ile yapılmıştır ve NGS teknolojileri Sanger yönteminin 

bir devamı olarak, ondan esinlenerek geliştirilmiştir.  
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1918 yılında İngiltere’de doğan ve 2013 yılında aramızdan ayrılan Frederick Sanger’in ne 

kadar büyük bir bilim insanı olduğunu anlamak için sadece şuna bakmak bile yeterlidir: 1901 

yılından günümüze kadar Nobel ödülü ile ödüllendirilmiş bine yakın bilim insanı arasından 

2 defa Nobel ödülü almış 5 bilim insanından biri, 2 defa aynı alanda Nobel ödülü almış 3 

bilim insanından biri Frederick Sanger’dir. Kendisinin almış olduğu 2 Nobel ödülü dışında 

2 doktora öğrencisi de kariyerlerinin ilerleyen yıllarında Nobel ödülü ile ödüllendirilmiştir 

(28).  

Frederick Sanger’in hak ettiği kadar ünlü olmamasının belki de en önemli sebebi mütevazi 

bir kişiliği ve yaşam tarzı olmasıdır. Kendisi “Sir” olarak anılmak istemediği için şövalyelik 

ünvanını reddetmiştir. Aynı zamanda kendisini “sadece laboratuvarda takılan ve akademik 

olarak pek te parlak olmayan bir adam” olarak tanımlayan birisidir (28). Geçmişte yapmış 

olduğu çalışmalar ile günümüzde milyonlarca insanın hayatını direkt olarak etkileyen, 

kimisinin hayat kalitesini arttırırken kimisinin hayatını kurtaran, bir yandan da bu doktora 

çalışmasının yapılmasına vesile olmuş olan bu büyük ve mütevazi bilim insanını saygı ile 

anıyorum.  

 

Şekil 2.6. Frederick Sanger (1918-2013) 
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2.1.2. DNA DİZİLEME TEKNOLOJİLERİ 

2.1.2.1. SANGER DİZİLEME 

Dideoksi reaksiyonu/yöntemi veya dideoksi zincir sonlandırma reaksiyonu/yöntemi olarak 

ta bilinen Sanger reaksiyonu/yöntemi, DNA polimerizasyonu sırasında reaksiyon ortamında 

bulunan zincir sonlandırıcı nükleotid analoglarının, rastgele uzayan zincire girerek 

polimerizasyonu sonlandırması sonucunda oluşan kısa DNA parçalarının, elektroforez 

yardımı ile ayrılması prensibine dayanır (Şekil 2.7.). Zincir sonlandırıcı nükleotid analogları 

için dideoksi nükleotidler kullanılır. Dideoksi nükleotidler, riboz molekülünün 3’ 

pozisyonunda bulunması gereken ve DNA polimerizasyonu sırasında uzayan zincirin bir 

sonraki nükleotidin 5’ ucu ile birleşmesini sağlayan -OH gruplarını bulundurmayan 

nükleotid analoglarıdır (16, 29, 30).  

Sanger yöntemi ilk geliştirildiği halinde her bir nükleotid için ayrı bir reaksiyon 

kurulmaktaydı. Aynı zamanda kalıp DNA olarak plazmidlere klonlanmış DNA parçaları, 

elektroforez olarak poliakrilamid jel elektroforezi ve tespit yöntemi olarak ta 32P radyoaktif 

fosfor izotopu içeren nükleotidlerin otoradyografik fotoğraflarda bıraktığı ışıma izleri 

kullanılmaktaydı (31).  

 

Şekil 2.7. Sanger dizileme (32) 
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İlk keşfedildiğinde genetik alanında bir devrim yaratan bu yöntem, kısa zamanda ciddi 

oranda geliştirilerek çok daha pratik ve otomatik bir hale getirildi; yaklaşık 10-15 yıl kadar 

sonra ilk geliştirildiği şekilde kullanımı neredeyse tamamen ortadan kalkmıştır. Yapılan 

geliştirmeler arasında PCR yönteminin geliştirilmesinden sonra Sanger yöntemi içerisine 

dahil edilmesi ile klonlama gereksinimin ortadan kalkması, radyoaktif tespit yerine floresan 

tespitin yönteme eklenmesi, değişik floresan özelliğe sahip moleküller kullanılarak çok 

kanallı tespitin mümkün olması sonucu her nükleotid için ayrı reaksiyon yerine 4 nükleotidin 

de aynı anda dizilendiği tek reaksiyonun mümkün hale gelmesi, poliakrilamid jel 

elektroforezi yerine polimer bazlı kapiller elektroforezin geliştirilmesi, çok sayıda kapiller 

içeren otomatik kapiller elektroforez cihazları ile 384’e kadar örneğin tek seferde tam 

otomatik paralel dizilenmesi vb. geliştirmeleri sayabiliriz (29). İlk keşfedildiğinde birkaç 

yüz bazlık DNA dizileme bilgisinin elde edilmesi günler sürerken, tam otomatik çok 

kapillerli DNA dizileme cihazları ile bir cihazdan günde maksimum 5 Mbp DNA dizileme 

verisi alınabilecek hale gelinmiştir (29). İnsan Genom Projesi ilk sürümü yayınlandığı 2000 

yılındaki hali ile bu tip tam otomatik cihazlarda tamamlanmıştır (19). Bu ilk sürümünde 

eksik olan yaklaşık %8’lik kısım ise ancak 2022 yılında ve NGS ve uzun okuma yapabilen 

3. nesil DNA dizileme cihazları sayesinde tamamlanabilmiştir (33). 

2.1.2.2. YENİ NESİL DİZİLEME 

Sanger dizileme, her ne kadar tek DNA dizileme yöntemi olarak kaldığı 25 yıllık dönem 

boyunca çok fazla geliştirilmiş olsa da temel prensipleri olarak çok standarttır ve tek bir 

yöntemdir denilebilir: zincir sonlandırma yöntemi (16). Ancak NGS böyle değildir; zaman 

içinde temel prensipleri farklı olan çok sayıda NGS teknolojisi geliştirilmiş, başarılı ve güçlü 

teknolojiler günümüze kadar gelebilmişmiş, tıpkı Maxam-Gilbert yönteminin Sanger 

yöntemi karşısında tutunamayıp ortadan kalkması gibi daha az başarılı olan ve daha az güçlü 

olan NGS teknolojileri ise zaman içinde kaybolmuştur (5, 34). NGS teknolojileri ilk 

geliştirilmeye başlandığı zaman hangi teknolojinin NGS olduğu konusunda bir tartışma söz 

konusu değil idi; çünkü mevcut tek teknoloji olan Sanger’den farklı olması NGS olması için 

yeterli idi. Ancak birbirinden farklı temele sahip teknolojilerin ortaya çıkmaya başlanması 

ile beraber, bir teknolojinin NGS mi yoksa bir sonraki nesil olan 3. nesil DNA dizileme 

teknolojisi mi olduğu ile ilgili tartışmalar da başladı. Temel prensipler olarak farklılıklar 
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içerse de tüm teknolojilerin, onları bir NGS teknoloji yapan genel olarak kabul görmüş 

özelliklerini şu şekilde sıralayabiliriz (34-37): 

• DNA’nın rastgele parçalanması 

• Klonal amplifikasyon 

• Rastgele ve kısa dizileme 

• Yüksek hacimli paralel dizileme 

• Elde edilen kısa okumaların birleştirilmesi 

2.1.2.2.1. DNA’NIN RASTGELE PARÇALANMASI (FRAGMENTASYON) 

NGS’nin örnek hazırlama aşaması DNA’nın rastgele parçalanması ile başlar; bu aşama DNA 

fragmentasyonu olarak ta adlandırılır. Fragmentasyonun amacı dizilenmek istenen 

DNA’dan, küçük DNA parçaları (200-400 bp) oluşturmaktır. Fragmente edilmemiş yüksek 

moleküler ağırlıklı genomik DNA ve değişik seviyelerde fragmente edilmiş genomik 

DNA’nın örnek agaroz jel elektroforezi görüntüsü Şekil 2.8.’de gösterilmektedir (yüksek 

moleküler ağırlıklı genomik DNA (1) ve değişik seviyelerde fragmente edilmiş halleri (2-

9)) (38). Parçalama aşaması nebulizasyon, sonikasyon vb. gibi fiziksel parçalama ile 

yapılabileceği gibi, DNAse, transpozaz vb. gibi enzimatik yöntemler ile de 

yapılabilmektedir. DNA parçalandıktan sonra uçlarına dizileme aşamasında kullanılacak 

olan primer vb. gibi dizileri içeren özel DNA dizileri (adaptörler) eklenir. DNA’nın rastgele 

parçalanmasının istisnaları, uzun okuma yapabilen teknolojiler (genellikle 3. nesil olarak 

sınıflandırılırlar) ve dizilenmek istenen bölgenin küçük ve belirli bir bölge olduğu 

durumlardır. Uzun okuma yapabilen teknolojilerde onlarca Kbp kesintisiz okuma 

alınabilmektedir, bu sebeple DNA’nın küçük parçalara ayrılması yapılmaz. Şayet 

dizilenmek istenen bölge belirli küçük bir bölge ise (kullanılacak teknolojinin okuma 

uzunluğuna göre değişmekle beraber, yaklaşık 300 bp veya daha küçük ise), adaptör 

dizilerinin PCR ile eklenmesi sonucunda DNA’nın rastgele küçük parçalara ayrılmasına 

gerek kalmamaktadır. 

Günümüzde DNA fragmentasyonu fiziksel ve enzimatik birkaç yöntem ile yapılmaktadır. 

Bu yöntemlerin çoğunda DNA parçalanması sonucunda yapışkan uçlar oluşmaktadır. 

Yapışkan uç, çift zincirli DNA’nın uç kısmında az sayıda nükleotidin tek zincir olması 

durumudur; yani 2 karşılıklı zincirin uç kısımlarının tam olarak birbirine karşılık 
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gelmemesidir. Yapışkan uçlar 5’ fazlalığı olabileceği gibi 3’ fazlalığı da olabilmektedir. 

Fragmentasyon sonucu oluşan bu yapışkan uçların bir sonraki aşama için düzeltilmesi 

gerekmektedir; bu amaç için de kısa kalan zinciri tamamlayan veya uzun kalan zinciri kesen 

enzimler kullanılmaktadır. Bu işlem uç tamiri olarak adlandırılmaktadır (39). 

 

Şekil 2.8. Örnek fragmentasyon agaroz jel elektroforezi görüntüsü 

FİZİKSEL FRAGMENTASYON 

DNA hücre içinde korunaklı bir ortamdadır ve oluşan göreceli az sayıda DNA hasarları tamir 

mekanizmaları tarafından tamir edilir. Ancak DNA hücre dışına alındığı zaman fiziksel 

etkenlere karşı çok hassas hale gelir ve uzun ince yapısı dolayısı ile DNA kırılması 

gerçekleşmesi kaçınılmazdır (40). DNA kırılmasına yol açan fiziksel etkenler arasında 

sıcaklık, basınç, titreşim, UV radyasyon vb. sayılabilir. Kontrollü fiziksel koşullar 

sağlanarak DNA’yı yaklaşık olarak belirli bir moleküler ağırlıkta (veya diğer bir tabir ile 

uzunlukta) olacak şekilde parçalamak mümkündür. DNA’nın fiziksel parçalanmasının 

avantajı, DNA solüsyonuna sonraki işlemlerde istenmeyen madde olma ihtimali olan değişik 

kimyasalların eklenmesine gerek olmaması ve son derece kontrollü olarak 

gerçekleştirilebilmesidir (41). 

Sonikasyon 

En yaygın olarak kullanılan fiziksel parçalama yöntemidir. Genel olarak 10 MHz’in altında 

frekansa sahip ultrason ses dalgaları kullanılarak DNA parçalanır (41). Standart sonikatörler 

daha geniş bir fragman boyu aralığı ile DNA fragmentasyonu yaptığı için, sadece DNA’yı 

daha verimli bir şekilde fragmente etme amaçlı, odaklı akustik parçalama prensibine dayalı 
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özel DNA sonikatörleri geliştirilmiştir (39). En ideal fragmentasyon yöntemi olarak 

nitelendirilse de, hem sarflarının pahalı olması, hem de DNA fragmentasyonundan başka bir 

işte kullanılmayan DNA sonikatörlerinin yüksek maliyetli olması sebebi ile özellikle küçük 

ve orta çaplı çoğu laboratuvar tarafından tercih edilmemektedir (42). 

Nebulizasyon 

Nebulizasyon, bir sıvının yüksek basınç ile küçük bir delikten geçmeye zorlanması 

sonucunda aerosol formunda çok küçük damlacıklar oluşturması sürecidir. İçinde DNA olan 

bir solüsyon nebulizasyon işlemine maruz bırakıldığında, işlem sırasında oluşan fiziksel 

zorlama, DNA’nın küçük parçalara ayrılmasına yol açar (42). DNA’nın nebulizasyon ile 

parçalanması aşamasında basınç kaynağı olarak nitrojen gazı kullanılır. Herhangi bir cihaz 

gerektirmemesi, sadece basınçlı nitrojen gazı tüpü ile basit bir plastik nebulizatör sarf 

malzemesi ile yapılması maliyet yönden ciddi bir avantaj sağlasa da, çok yüksek miktarda 

başlangıç DNA’sı gerektirmesi, yöntemin temeli olan aerosol oluşumunun kontaminasyon 

riskini arttırması ve düşük maliyetli enzimatik fragmentasyon alternatiflerinin geliştirilmesi 

sebebi ile günümüzde artık tercih edilmemektedir. 

ENZİMATİK FRAGMENTASYON 

DNA’yı modifiye eden enzimlerin bazıları, tek başlarına veya enzim kombinasyonları 

şeklinde DNA’nın fragmentasyonu için kullanılabilmektedir. Fiziksel parçalamaya göre 

solüsyon içerisine bir takım kimyasallar eklenme gereksinimi, enzimlerin bozulabilmesi, 

reaksiyon içerisine karışmış olan bazı inhibitör moleküller sebebi ile reaksiyon 

verimliliğinin azalması veya tamamen kaybolması gibi dezavantajları olsa da; kullanım 

kolaylığı, moleküler genetik laboratuvarlarında standart olarak bulunan ekipman ile kolayca 

gerçekleştirilebilmesi ve kontaminasyon riskinin az olması gibi özellikleri sebebi ile 

günümüzde en yaygın olarak kullanılan DNA fragmentasyon yöntemi haline gelmişlerdir. 

Bu amaç için endonükleaz ve transpozaz enzimleri kullanılır. 

Endonükleazlar 

Endonükleazlar çift zincir veya tek zincir DNA veya RNA moleküllerini, molekülün 

ortasından kesip molekülü daha küçük parçalara ayıran enzimlerdir. Endonükleazların bir 

kısmı diziye özgüldür; özel bir dizi veya dizi motifini tanıyarak dizi içerisinden veya dizi 
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dışındaki bir noktadan DNA’yı keserken (restriksiyon endonükleaz enzimleri gibi), bir kısmı 

da diziden bağımsız olarak rastgele kesim yaparlar (43). Bu rastgele kesim yapan enzimler 

NGS amaçlı DNA fragmentasyonunda kullanılabilmektedir. Bazı endonükleazlar çift zincir 

DNA’nın tek zincirinde rasgele kesim gerçekleştirirler; bu enzimler tek zincir DNA 

kırıklarını tanıyarak diğer zinciri de kesen başka endonükleazlar ile birlikte kombine olarak 

kullanılarak DNA fragmentasyonunu gerçekleştirirler (42).  

Tagmentasyon (Transpozaz) 

Transpozaz enzimleri, transpozon olarak nitelendiren çift zincirli bir DNA parçasına 

bağlanıp, bu DNA parçasını başka bir çift zincirli DNA parçasının rastgele bir yerine ekleyen 

enzimlerdir. Tn5 transpozaz enzimi kullanılarak, NGS’in daha sonraki aşamalarında 

kullanılacak bazı diziler (adaptör dizilerinin bir kısmı), dizilenmek istenen DNA molekülleri 

içerisine rastgele eklenebilmektedir (44). Bu işlem “tagmentasyon” olarak 

adlandırılmaktadır. Tagmentasyon tam anlamı ile fragmentasyon olmasa da (DNA, çift 

zincir kırıklar ile parçalanmamaktadır), dizilenecek DNA molekülü arasına rastgele eklenen 

DNA parçaları, DNA’yı bir dizilenecek DNA, bir transpozaz tarafından eklenen DNA 

şeklinde parçalı bir hale getirmektedir (Şekil 2.9.). Tagmentasyon sonucu elde edilen DNA 

üzerinden, eklenen DNA bölgeleri primer bağlanma bölgeleri olacak şekilde kullanılarak 

yapılan PCR sonucunda ise, DNA üzerinden kısa ve rastgele parçalar elde edilmektedir ki 

bu şekilde DNA fragmentasyonu ile amaçlanan sonuca ulaşılmış olunmaktadır (44, 45).  

 

Şekil 2.9. Tagmentasyon (46) 
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2.1.2.2.2. KLONAL AMPLİFİKASYON 

Fragmentasyon sonrası küçük parçalara ayrılan DNA moleküllerinin çoğaltılması, daha 

yaygın kullanılan tabir ile “amplifiye edilmesi” gerekmektedir. Teorik olarak amplifikasyon 

yapılmadan, sadece tek molekül üzerinden de dizileme yapmak mümkündür. Ancak tek 

molekülden dizileme yapmanın büyük bir dezavantajı vardır; tek molekülden elde edilen 

sinyal miktarı çok düşük olduğu için dizileme yapmak çok zordur. Bu düşük miktardaki 

sinyal hem daha kirli ve daha hatalı bir dizilemeye yol açar, hem de bu düşük miktardaki 

sinyali daha verimli bir şekilde yakalamak için cihazlar çok daha kompleks ve pahalı olarak 

tasarlanmaları gerekir; ki bu da cihaz yatırım ve sürdürme maliyetlerini önemli ölçüde 

arttırır. Geçmişte teknolojisi Illumina teknolojisine çok benzeyen, ancak tek molekül 

dizileme teknolojisi kullanan, bir müddet piyasada tutunabilen, ancak daha sonra tek 

molekül dizilemenin dezavantajları sebebi ile iflas eden bir şirket te olmuştur (Helicos Inc.). 

Günümüzde tek molekül dizileme yapan şirketler vardır (Pacific Biosciences ve Oxford 

Nanopore), ancak bunlar hem tam olarak NGS olarak değerlendirilmemektedir (daha çok 3. 

nesil dizileme teknolojileri olarak kabul edilmektedir), hem de DNA dizileme sektöründeki 

payları çok düşüktür.  

Tek molekül dizilemenin bu düşük sinyal dezavantajının ortadan kaldırılması DNA’nın 

klonal olarak amplifiye edilmesi ile gerçekleştirilir; yani her bir DNA molekülü ayrı ayrı 

çoğaltılır. Başlangıç kalıp DNA’sının çok sayıda molekülden oluştuğu standart PCR 

amplifikasyonu yaklaşımının aksine, klonal amplifikasyonda başlangıç kalıp DNA’sı tek bir 

DNA molekülüdür ve amplifikasyon sonunda tek bir DNA molekülünün klonları olan çok 

sayıda DNA molekülleri ayrı ayrı elde edilir. Amplifikasyon PCR olabileceği gibi zincir 

reaksiyon olmayan izotermal amplifikasyon da olabilmektedir. Çok farklı DNA dizilerine 

sahip DNA moleküllerinin tamamının aynı reaksiyon ortamında ve aynı koşullarda 

amplifiye edilebilmesinin günümüze kadar bulunan tek yolu, DNA dizilerinin uç 

kısımlarında bütün moleküller için ortak dizilerin olmasıdır (47). Bu ortak diziler, adaptör 

DNA moleküllerin dizilenmesi istenen DNA moleküllerinin uçlarına eklenmesi ile sağlanır. 

Milyarlarca farklı DNA molekülünün aynı ortamda PCR veya izotermal amplifikasyon ile 

amplifiye edilmesi bu şekilde mümkün olmaktadır.  
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Adaptör dizileri 3 farklı şekilde DNA dizilerine eklenebilir: DNA molekülleri uçlarına ligaz 

enzimi yardımı ile yapıştırılarak, transpozaz enzimi ile fragmentasyon esnasında veya 

adaptör dizileri içeren primerler kullanılarak yapılan PCR ile. Adaptörlerin eklenmesi ile 

DNA molekülleri klonal amplifikasyona hazırdır ve bu şekilde hazırlanan DNA’ya NGS 

kütüphanesi adı verilir.  

ADAPTÖRLER  

Adaptörler, dizlenmesi istenen DNA moleküllerinin uçlarına eklenen, dizilimi bilinen 

sentetik DNA molekülleridir. Adaptör dizileri içinde klonal amplifikasyonu mümkün kılan 

primer dizi bölgeleri ile birlikte, dizileme için kullanılacak primer bölgeleri ve farklı 

örneklerin fiziksel olarak aynı ortamda dizilenmesine rağmen verilerinin birbirinden 

ayrılmasını sağlayan indeks dizileri de bulunur (Şekil 2.10.). 

 

Şekil 2.10. Adaptör (48) 

İndeksleme 

NGS sistemleri çok yüksek miktarda veriyi fiziksel olarak tek veya az sayıda 

kompartımanlarda elde ederler. Şayet büyük miktardaki veri tek bir örnekten elde edilmek 

istenmiyorsa, veri çok sayıda örnek arasında paylaştırılmak isteniyorsa bu amaç için bir 

çözüme ihtiyaç vardır: indeksleme. İndeksleme, fiziksel olarak aynı ortamda birden fazla 

örneğin dizilenmesine olanak sağlayan yaklaşımdır. Multipleksleme ve barkodlama olarak 

da adlandırılabilmektedir. İndeksleme stratejisi; dizilimi bilinen ve birbirinden farklı 

yaklaşık 6-12 bp uzunluğa sahip DNA parçalarının, örnek hazırlama aşamasında adaptörler 

aracılığıyla her bir örneğe farklı olacak şekilde eklenmesi, dizileme sonunda ise bu indeks 

dizilerinin de ayrıca okunup hangi verinin hangi örnekten geldiğinin tespiti ile örneklere ait 

verilerin birbirinden ayrılması prensibine dayanır (49) (Şekil 2.11.).  
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Şekil 2.11. İndeksleme (50) 

İki farklı şekilde uygulanabilmektedir: tekli ve çiftli. Tekli indekslemede dizilenecek DNA 

moleküllerinin bir ucuna indeks diziler eklenirken, çiftli indekslemede moleküllerin iki 

ucuna farklı indeks dizileri eklenir. Çiftli indekslemenin avantajı, iki uca eklenecek 

indekslerin kombinasyonlarını kullanarak, az sayıda adaptör ile çok sayıda örneğin 

indekslenmesini sağlayabilmesidir; mesela moleküllerin bir ucuna eklenecek 8 farklı indeksi 

içeren 8 çeşit adaptör ve diğer ucuna eklenecek 12 farklı indeksi içeren 12 çeşit adaptör ile, 

8 x 12 = 96 çeşit kombinasyon sayesinde, toplam 20 farklı adaptör ile 96 örnek 

multiplekslenebilmektedir (51). Tekli indekslemede kombinasyon olmadığı için bu mümkün 

değildir; ancak adaptör çeşidi kadar örnek multiplekslenebilir. Ancak çiftli indekslemenin 

de indeks zıplaması denilen bir dezavantajı vardır. İndeks zıplaması, kütüphane 

zenginleştirme aşamasında kimerik PCR ürünü oluşması ve bunun sonucunda indekslerin 

bir molekülden diğer bir moleküle “zıplaması”’dır. Şayet çiftli indeksleme yaklaşımı 

kullanıldı ise, yeni oluşan kombinasyon başka bir örneğe ait olabileceği için örnekler 

arasında az da olsa birbirlerine veri sızması oluşturmaktadır. Bu sebeple özellikle somatik 

mutasyon çalışmaları gibi hassas çalışmalarda indeks kombinasyonları ile multipleksleme 

kapasitesi arttırma yaklaşımı kullanılmamaktadır (52).  

UMI 

UMI (İng. Unique Molecular Identifier) veya Benzersiz Moleküler Tanımlayıcı, hassasiyetin 

artırılması için kullanılan bir adaptör modifikasyonu yöntemidir. UMI dizileri, adaptör 

moleküllerinin dizilenecek DNA ya bağlandığı noktaya eklenen genellikle 6-16 bp’lik 
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rastgele dizilerdir. Rastgele diziler oldukları için adaptör dizilerinin sentezi sırasında bu 

noktalarda dört nükleotid te rastgele birleşerek rastgele bir dizi oluşturur; böylece her bir 

molekül benzersiz denebilecek, uzunluğu ve molekül içindeki konumu bilinen ancak dizisi 

bilinmeyen bir DNA parçası ile işaretlenmiş olur. Dizileme sırasında UMI dizileri de ayrıca 

okunur. Aynı molekülden oluşmuş PCR kopyalarından elde edilen dizileme bilgileri ile UMI 

dizilerinin aynı olması gerekir; analiz sırasında şayet UMI dizsi aynı olan okumalar arasında 

dizide farklı noktalar tespit edilirse, bu farklı noktaların polimerizasyon veya dizileme hatası 

olduğu varsayılarak veri içerisinden çıkartılarak hatalardan daha fazla ayıklanmış bir veri 

elde edilir (Şekil 2.12.). Bu da hassasiyetin artmasına katkıda bulunur (53).     

 

Şekil 2.12. UMI (54) 

AMPLİFİKASYON 

Klonal amplifikasyon için kullanılan mevcut 3 yaklaşım vardır: emülsiyon PCR, köprü 

amplifikasyon ve DNA nanotopları (DNB).  

Emülsiyon PCR 

Emülsiyon, birbiri içerisinde çözünmeyen iki sıvının karışımına verilen addır. Bu karışım 

homojen değildir; daha az miktarda olan bir sıvı (dağılan faz) dağınık/asılı kabarcıklar olarak 

daha fazla olan bir sıvının (kesintisiz faz) içinde dağılmış durumdadır. Emülsiyon PCR’da, 

hazırlanan PCR karışımı dağılan faz olacak şekilde, kesintisiz fazın ise yağ olduğu bir 

emülsiyon haline dönüştürülür; öyle ki su bazlı olan PCR karışımı, yağ ile çevrelenerek 
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birbirinden izole edilmiş, çapları yaklaşık 2-10 µm olan damlacıklar haline getirilirler. Bu 

damlacıkların her biri, içinde yeterli miktarda primer, dNTP, DNA polimeraz ve diğer PCR 

bileşenlerinin olduğu, ancak PCR karışımı içerisinde en az miktarda bulunan kalıp DNA’nın 

sadece bir kopya bulunduğu, birbirinden bağımsız minik reaksiyon kürecikleri haline gelmiş 

olurlar. Bu şekilde ısıl döngüye tabi tutulan PCR karışımı sonunda, her bir reaksiyon küreciği 

içerisinde sadece tek bir DNA molekülünden çoğaltılmış PCR ürünleri oluşur (55, 56) (Şekil 

2.13.).  

Damlacıklar rastgele oluştuğu için her bir damla içerisine mutlaka bir adet kalıp DNA’nın 

gelmesi söz konusu değildir; bazı damlacıkların içerisine birden fazla kalıp DNA düşerken 

bazı damlacıkların içerisine hiç kalıp DNA denk gelmeyebilir. Bu istenmeyen damlacıklar 

sorun teşkil etmez, çünkü hacimleri yaklaşık olarak 100 fL olan bu küreciklerden yüz 

milyonlarca oluşturulduğu için, analiz için yeterli sayıda istenen şekilde damlacık 

bulunmaktadır; istenmeyen şekilde olan damlacıklar analiz esnasında göz ardı edilmektedir. 

NGS amacı ile yapılan emülsiyon PCR’da, fragmente edilmiş ve uçlarına adaptör takılmış 

DNA parçaları kalıp olarak kullanılır. Bu DNA parçaları sonradan kolayca geri toplanıp 

NGS’in diğer aşamalarına devam edilebilmesi amacı ile, PCR karışımı içerisindeki primerler 

mikron boyutta katı boncuklar üzerine tutturulmuş haldedir; bunun sonucu olarak reaksiyon 

sonunda elde edilen tüm amplikonlar (yani amplifikasyon aşamasında yeni oluşmuş DNA 

molekülleri) boncuk üzerinde sabitlenmiş şekilde oluşur. Oluşan bu yapılara “polony” adı 

verilmektedir.  

 

Şekil 2.13. Emülsiyon PCR (57) 
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Emülsiyon PCR, NGS uygulamaları dışında dijital PCR yönteminde de kullanılmaktadır. 

Emülsiyonu oluşturan damlacıkların çok daha standart olması ve farklı damlacıkların 

birleştirilmesi amacı ile, değişik uygulamalarda mikrofluidik sistemler de 

kullanılabilmektedir (55).   

Köprü Amplifikasyonu 

Illumina teknolojisinin geliştiricisi olan Solexa firmasının DNA dizileme denemeleri, akış 

hücresi (İng. flow cell) olarak adlandırılan bir reaksiyon odacığı içerisinde katı yüzey üzerine 

sabitlenmiş tek DNA moleküllerinin dizilenmeye çalışılması ile başlamıştır. Kısa süre 

içerisinde tek bir DNA molekülü yerine, tek bir molekülden çoğaltılmış DNA kümesi 

kullanılarak dizileme yapılmasının, sinyal miktarını ciddi oranda iyileştireceği ve dizilemeyi 

hem daha kolay hem de daha kaliteli bir hale getireceği fark edilmiştir. Bunun üzerine köprü 

amplifikasyonu geliştirilmiştir.  

 

Şekil 2.14. Köprü amplifikasyonu (57) 

Köprü amplifikasyonunda adaptör dizilerine karşılık gelen PCR primerleri akış hücresi 

içerisindeki katı yüzey üzerine sabitlenmiştir. İki ucunda adaptör dizileri olan DNA parçaları 

akış hücresi içerisine gönderilir ve yüzey üzerine rastgele bağlanır. Bağlandıkları yerde PCR 

gerçekleştirilir. PCR esnasında, her bir döngüde, tek zincir DNA molekülleri bir uçlarından 

katı yüzeye sabitlenmiş olduklarından, diğer uçları ile yakında bulunan yüzeye sabit başka 

bir primer molekülüne bağlanır. Polimerizasyon sonucunda katı yüzeye sabit tek bir tek 
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zincir DNA molekülünden, birbirine karşılık gelen iki adet tek zincir DNA molekülü 

oluşturulmuş olur. DNA moleküllerinin boyu yaklaşık birkaç yüz bp olduğu için diğer uçtan 

yakalanan primerin fiziksel olarak çok yakında olması gerekir; DNA molekülünün boyu 

yaklaşık 200 nm dir. PCR döngülerinin tamamlanmasından sonra, yüzey üzerine sabit, 

rastgele yerlerde oluşmuş, tek bir DNA molekülünden klonal olarak çoğaltılmış, yaklaşık 

1000 molekül içeren ve yaklaşık 1 µm çapında DNA kümecikleri oluşur. Bu kümecikleri 

oluşturma işlemine köprü amplifikasyonu, kümeciklerin kendilerine de küme (İng. cluster) 

adı verilmiştir (58, 59)  (Şekil 2.14.).  

DNA Nanotopları 

DNA nanotopları, tek zincir DNA’nın sıvı içerisinde, zincir içindeki nükleotidlerin zayıf 

etkileşimi sonucu gevşek bir katlanma motifi oluşturarak, küresel bir şekil alması sonucu 

oluşan yapıdır. Bu yapı, bir yün ipinin toparlanarak oluşturulan gevşek bir yün topuna 

benzetilebilir. NGS için kullanılan DNA nanotopları oluşturulurken adaptör dizilerinden 

faydalanılır. DNA ilk önce enzimatik degredasyon ile tek zincir haline getirilir. Adaptör 

dizileri kullanılarak tek zincirin iki ucu birleştirilerek halka yapıda DNA oluşturulur. Daha 

sonra yine bu adaptör dizileri primer bölgeleri olarak kullanılarak zincir değişim (İng. strand 

displacement) özelliği bulunan bir DNA polimeraz enzimi ile izotermal amplifikasyon 

yapılır (60). Amplifikasyon sonucunda tek bir DNA molekülünden oluşmuş, molekülün 

yüzlerce kopyasını arka arkaya eklenmiş bir şekilde içeren, tek zincirli, yaklaşık 300 nm 

çapında DNA nanotopları oluşturulmuş olunur (61, 62) (Şekil 2.15.). DNB’nin diğer 

yöntemlere göre bir avantajı da zincirleme reaksiyon olmadığı için Sayfa 87’da tartışılan 

PCR yönteminin dezavantajlarından büyük ölçüde etkilenmemektedir.  

 

Şekil 2.15. DNB (63) 
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2.1.2.2.3. RASTGELE DİZİLEME 

NGS cihazlarında dizileme rastgele yapılır. Buna İngilizce olarak “shotgun” (av tüfeği) 

dizileme denilmiştir (av tüfeğinden çıkan çok sayıda saçmanın hedefe doğru, ancak rastgele 

yönlenmesi, saçmaların bir kısmının hedefi ıskalamasına rağmen hedefi vuranların işi 

görmeye yetmesi benzetmesinden yola çıkılarak) (47, 64). Sanger dizilemenin yapıldığı 

kapiller elektroforez sistemlerinde nerede (hangi kapillerde) hangi DNA parçasının 

dizlendiği bilinmektedir, ancak NGS sistemlerinde dizileme sırasında nerede hangi DNA 

parçasının dizlendiği bilinmez, rastgele olarak dizileme yapılır. Cihazın herhangi bir 

noktasında dizilenen DNA parçasının nereye ait olduğu ancak dizileme tamamlanıp elde 

edilen dizinin analiz edilmesi ile tespit edilebilir.  

NGS sistemlerinde, DNA dizileme kısmında değişik yöntemler kullanılmaktadır. Bunların 

başlıcaları, pirosekanslama, sentez ile sekanslama (SBS olarak da bilinir), ligasyon ile 

sekanslama ve iyon yarıiletken sekanslamadır; günümüzdeki NGS sistemlerinin tamamı bu 

yöntemlerden bizzat bir tanesini veya modifiye edilmiş bir çeşidini kullanmaktadırlar.  

PİROSEKANSLAMA 

Pirosekanslama, DNA sentezi sırasında DNA polimeraz enziminin nükleotidleri uzayan 

zincirin 3’ ucuna eklemesi ile oluşan değişikliklerin, birtakım enzimler yardımı ile ışık 

sinyaline dönüştürülmesi prensibine dayanan DNA dizileme yöntemidir (65). Pål Nyren ve 

arkadaşları tarafından 1993 yılında geliştirilmiştir (66). Bu dizileme yöntemi ilk olarak 

minidizileme, yani kısa DNA dizilerini okuma amaçlı kullanılsa da, 1998 yılında yine aynı 

ekip tarafından geliştirilerek yeni nesil dizileme teknolojisine uyarlanabilecek hale 

getirilmiştir (21). Ticari olarak 2005 yılında piyasaya sürülmüş olan ilk NGS cihazı 

pirosekanslama temeline dayanmaktadır (65, 66). 

Pirosekanslama, doğada ateşböceği gibi bazı canlıların gerçekleştirdiği biyolüminesans ile 

ışık üretme olayından faydalanarak geliştirilmiştir. Pirosekanslamda, DNA polimeraz 

enzimi dışında iki adet enzim daha kullanılmaktadır; ATP-sülfürilaz ve lusiferaz enzimleri. 

DNA polimeraz enziminin nükleotid-trifosfat moleküllerini uzayan DNA zincirinin 3’ ucuna 

eklemesi ile ortaya di-fosfat (pirofosfat) molekülü ile hidrojen iyonu ortaya çıkar. Ortamda 

bulunan ATP-sülfürilaz enzimi, reaksiyon içindeki adenozin 5-fosfosülfat molekülünü 
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pirofosfat ile birleştirerek ATP molekülünü oluşturur. Oluşan ATP molekülü de lüsiferaz 

enziminin katalizörlüğü ile ortamda bulunan lüsiferin molekülü ile tepkimeye girerek bir ışık 

parlaması oluşturur (65, 66).  

Pirosekanslamada katı bir yüzeye bağlanan tek zincirli DNA parçaları üzerine her bir 

döngüde her bir nükleotid sıra ile gönderilerek, DNA polimerizasyonunun gerçekleştirilmesi 

ve reaksiyon ortamında bulunan diğer enzim ve reaktifler sayesinde bir ışık sinyali alınması 

sağlanır. Şayet dizilemede sıradaki nükleotid, ortama gönderilen nükleotid değilse 

polimerizasyon gerçekleşmeyecek ve ışık sinyali alınmayacaktır. Şayet sırada gönderilen 

nükleotidden ardışık olarak birden fazla bulunuyorsa da birden fazla nükleotid aynı anda 

uzayan DNA dizisine eklenecek ve aynı oranda fazla reaksiyon ve dolayısıyla fazla ışık 

oluşacaktır. Sonuçta her bir döngüde ve her bir nükleotidde ışık sinyali alınıp alınmadığının 

tespiti ve alındı ise ne miktarda alındığının ölçülmesi ile dizileme gerçekleştirilir (65) (Şekil 

2.16.).  

 

 
Şekil 2.16. Pirosekanslama (67) 

DNA dizilimi üzerinde aynı bazın iki veya daha fazla ardışık olarak tekrar ettiği durumlarda 

bu bazların aynı döngü içerisinde aynı zamanda dizilenmesi bir avantaj gibi görünse de (her 

bir döngüde sadece bir nükleotid dizilenmesine göre yaklaşık %50’si kadar fazla DNA 
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dizilimi elde edilmektedir), bu özellik pirosekanslamanın (ve aynı prensiple çalışan iyon 

sekanslamanın) en büyük dezavantajı olmuştur: homopolimer problemi.  

Homopolimer, tek bir yapı taşından oluşmuş polimere verilen addır. DNA’da homopolimer 

denildiği zaman da DNA dizisi içinde aynı nükleotidin ardışık olarak çok sayıda tekrar ettiği 

kısımları anlaşılır. Homopolimer bölgelerini aynı döngü içerisinde beraber dizileyen 

teknolojilerde, dizilenirken elde edilen toplam sinyalin tam olarak kaç bazdan geldiğinin 

belirlenmesi gerekmektedir. Homopolimeri oluşturan baz sayısı ne kadar fazla ise, dizinin 

doğru belirlenmesi o kadar zordur; çünkü her baz için olan sapma miktarı toplanarak 

homopolimer bölgesi için daha büyük bir sapma miktarı oluşturacaktır. Sonunda oluşan 

toplam sapma baz sayısının hatalı olarak bir fazla veya bir az olarak belirlenmesine yol 

açabilmektedir. Yani mesela 7 adet T’nin tekrar ettiği bir DNA homopolimeri, dizilenme 

sonunda hatalı olarak 6 T veya 8 T olarak dizilenebilmektedir. Hata oranları homopolimer 

uzunluğu dışında kütüphane hazırlık aşaması, kullanılan polimerazın özellikleri, 

homopolimerin okumanın neresinde olduğu, okuma derinliği, analiz algoritmaları vb. çok 

sayıda etkene de bağlıdır; bu sebeple literatürde yüzde 1-2 ile yüzde 80-90 gibi çok geniş bir 

aralıkta hata oranları bildirilmiştir. Ancak kesin olan 4 ten fazla baz içeren 

homopolimerlerde hatalı dizileme ihtimali belirgin bir şekilde artmakta ve baz sayısı arttıkça 

da dramatik olarak daha da artmaktadır (68-71). Geliştirilen özel DNA polimerazlar ve 

yazılım algoritmaları ile homopolimer problemi azaltılmasına rağmen, özellikle düşük 

derinlikli ve büyük hedefli insan klinik genetiği çalışmaları (tüm ekzom dizileme ve tüm 

genom dizileme gibi) yapan araştırmacıların büyük çoğunluğu sırf bu homopolimer 

probleminden dolayı bu teknolojileri tercih etmemektedirler. 

SENTEZ İLE SEKANSLAMA 

NGS sistemlerinde kullanılan sentez ile sekanslama yönteminin temeli, zincir sonlandıran 

ve floresan işaretli, ancak hem zincir sonlandırma özelliği hem de floresan özelliği kimyasal 

olarak geri döndürülebilir olan (İngilizce olarak “Reversible Dye Terminator” olarak 

adlandırılır) nükleotid analoglarının kullanılmasıdır. Sanger dizilemede de floresan işaretli 

ve zincir sonlandıran nükleotid analogları kullanılır, ancak NGS’de kullanılan moleküllerin 

farkı geri döndürülebilir olmasıdır; yani bu nükleotidler değişik kimyasallara maruz 

bırakılarak hem floresan özellikleri hem de zincir sonlandırma özellikleri ortadan 

kaldırılabilmektedir (72).  
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Sentez ile sekanslama sırasında, her bir döngüde ortama DNA polimeraz ve 4 nükleotid 

çeşidi için floresan işaretli zincir sonlandırıcı nükleotidler içeren reaksiyon karışımı 

gönderilir. DNA polimeraz her bir zincire bu nükleotidleren sadece bir tane ekleyebilir. 

Reaksiyona girmeyen reaksiyon karışımı ortamdan uzaklaştırılır ve floresan tespit yapılır. 

Her bir nükleotid çeşidi ayrı özellikte bir floresan molekül içerdiği için, 4 nükleotidin de 

tespiti aynı işlemle gerçekleştirilir. Daha sonra dizilenecek DNA moleküllerinin bir sonraki 

döngüye hazır hale getirilmesi için kimyasal olarak nükleotidlerin floresan işaretleri ve zincir 

sonlandırma özellikleri ortadan kaldırılır. Reaksiyon karışımının ortama gönderilmesi ile bir 

sonraki döngü başlar. Bu şekilde her döngüde dizilenecek milyonlarca molekülün (Illumina 

sistemlerindeki “cluster” yapılarının) sadece bir nükleotidi dizilenerek, toplam döngü sayısı 

tamamlandığında milyonlarca farklı DNA molekülünden gelen belirli uzunlukta bir DNA 

dizileme bilgisi elde edilmiş olunur (59) (Şekil 2.17.). Her döngüde sadece bir nükleotid 

dizilendiği için bu yöntemin homopolimer problemi yoktur.  

 

Şekil 2.17. Sentez ile sekanslama (73) 

Günümüzde üretilen toplam NGS verisinin çok büyük bir kısmı (hatta tamamına yakını) bu 

yöntem veya bu yöntemin modifiye edilmiş bir hali kullanılarak elde edilmektedir. Modifiye 

edilmiş yöntemde 4 yerine 2 farklı floresan molekül kullanılmakta ve 4 nükleotid bu 

moleküllerin kombinasyonu ile birbirinden ayrıştırılmaktadır; mesela T ve C farklı 2 floresan 
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molekül taşırken, A her iki molekülü de taşımakta, G ise iki molekülü de taşımamaktadır 

(74). 4 yerine 2 farklı floresan kullanmanın en büyük avantajı, çok daha basit optik yolak ve 

tespit sistemlerine sahip cihazların üretilebilmesine olanak sağlamasıdır; bu sayede 

günümüzde “benchtop” diye isimlendirilen, Real-Time PCR cihazlarında bile daha düşük 

maliyetli NGS cihazları üretilebilmiştir. 

Geri döndürülebilir özellikli nükleotid analogları (ve bu doğal olmayan nükleotidlerin 

polimerizasyonunu gerçekleştirebilen tasarlanmış DNA polimerazlar) bu yöntemi mümkün 

kılmak ile beraber, aynı zamanda teknolojiyi sınırlandıran etken de olmuşlardır. Doğal DNA 

polimerizasyonunda bulunmayan bu kimyasal süreçlerin verimliliklerinin göreceli olarak 

düşük olması sebebi ile oluşan hatalar (her döngüde mutlaka olması gereken 

polimerizasyonun ve floresan özellik ve blokların kaldırılmasının gerçekleşmemesi veya 

fazladan bir baz daha eklenmesi) fazlama oluşmasına sebep olmaktadır. Fazlama, dizilenen 

klonal moleküllerin bir kısmının önden, bir kısmının da arkadan gelmesidir; yani 

moleküllerin bir kısmının olması gereken doğru bazdan sinyal verirken, bir kısmının bir 

önceki bazdan, bir kısmının da bir sonraki bazdan sinyal vermesidir. Ve hatalar döngüler 

boyunca birikerek arttığı için belirli bir döngü sonrasında fazlama o kadar yüksek hale 

gelmektedir ki, hatalı baz okumaları artmakta, dizileme kalitesi düşmekte ve daha da fazla 

dizilemenin bir anlamı kalmamaktadır (75, 76). Bu sebep ile bu yöntemden elde edilen 

okuma uzunlukları kısadır; günümüzde en uzun okuma uzunlukları yaklaşık 300 bp 

civarındadır. Aslında 300 bp bile biraz zorlanmış bir uzunluktur; 200-250 bazdan sonra 

okuma kalitesi çok düşmektedir. Bu düşüş, okuma hatalarının daha kolay tahammül 

edilebildiği mikrobiyal uygulamalar gibi bazı uygulamalar için büyük problem teşkil 

etmemek ile birlikte; özellikle düşük derinlikli ve büyük hedefli insan klinik genetiği 

çalışmalarında (tüm ekzom dizileme ve tüm genom dizileme gibi) sıkıntı oluşturmaktadır. 

Bu sebeple günümüzde NGS’nin en yaygın yapılma amacı olan insan klinik çalışmalarında 

kullanılan, en yaygın dizileme yönteminin, en yaygın okuma uzunluğu sadece 100-150 bp 

civarındadır. Sentez ile sekanslamanın ilk geliştirildiği 2000’li yıllarda okuma uzunluğu çok 

daha kısaydı; en uzun okumalar 30-35 bp civarındaydı. Zaman içinde geliştirilen kimyasal 

süreçler ile daha verimli reaksiyonlar elde edilerek hatalar azaltıldı ve geliştirilen 

biyoinformatik analiz algoritmaları ile fazlama miktarları hesaplanarak daha verimli sinyal 

düzeltmeleri yapıldı; bu sayede 30-35 bp uzunluktan günümüzdeki haline gelebildi. Ancak 

uzun süredir sentez ile sekanslamanın okuma uzunlukları artmamaktadır; görünüşe göre bu 
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teknoloji okuma uzunluğu konusunda limitine ulaşmıştır ve bu yöntem ile daha uzun 

okumlar elde edilemeyecek gibi görünmektedir. Bu dizileme yöntemini kullanan yeni 

üretilen cihazların tamamı okuma uzunlukları benzer şekilde kısa olan ancak daha fazla 

DNA parçası okumak sureti ile daha fazla dizileme verisini daha ucuza üretmeyi vadeden 

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

İYON SEKANSLAMA 

454 Life Sciences ile ilk NGS sistemini geliştirilen Jonathan Rothberg daha sonra iyon 

sekanslama yöntemini geliştirmiştir. İyon yarı iletken sekanslama olarak da bilinen iyon 

sekanslama, DNA sentezi sırasında DNA polimeraz enziminin nükleotidi, uzayan zincirin 

3’ ucuna eklemesi ile ortaya çıkan hidrojen iyonu (H+) ve pirofosfat molekülünden, hidrojen 

iyonunun tespiti sayesinde gerçekleştirilir (Şekil 2.18.). Ortaya çıkan H+ iyonunun -pH’ta 

değişikliğe yol açtığı için- bir pH metre ile gerçek zamanlı tespit edilebileceği 1992’den beri 

bilinmektedir (79). Ancak bu prensibi kullanarak, yarıiletken mikroçip sensörler üzerinde 

yüksek hacimli DNA dizileme yöntemi -biraz da gecikmeli olarak- yaklaşık 20 yıl sonra 

geliştirilebilmiştir (80).  

İyon sekanslama ışık tespiti dışında başka bir tespit yöntemi kullanan ilk DNA dizileme 

yöntemidir (Sanger ve Maxam–Gilbert dizileme yöntemleri de dahil). Işık tespiti (optik 

tespit), üretilen NGS cihazlarını daha karmaşık, hassas, pahalı, yavaş ve büyük boyutlu 

yapmaktadır; optik tespitin ortadan kaldırılması bir anda bu teknolojiyi rakiplerine göre daha 

avantajlı hale getirmiştir. Elektronik alanındaki mikroçip teknolojisinin zaman içindeki 

logaritmik gelişimi ve yaygınlığı da düşünülecek olursa, mikroçip bazlı bir DNA dizileme 

yönteminin avantajı bir kat daha artmaktadır. Ancak bu yöntem ile üretilen teknolojinin -

aynı pirosekanslamada olduğu gibi- homopolimer dezavantajı vardır; iyon sekanslamadan 

daha önce geliştirilmiş olan pirosekanslamanın homopolimer problemi, bütün olarak iyon 

sekanslama için de geçerlidir. Bu sebeple sentez ile sekanslama yöntemi ile rekabetinde geri 

kalmıştır; her ne kadar günümüzde sentez ile sekanslamadan sonra en yaygın kullanılan 

ikinci DNA dizileme yaklaşımı olsa da sentez ile sekanslama ile karşılaştırıldığında çok daha 

az yaygınlaşabilmiştir. Aynı pirosekenslamada olduğu gibi özellikle düşük derinlikli ve 

büyük hedefli insan klinik genetiği çalışmaları (tüm ekzom dizileme ve tüm genom dizileme 

gibi) yapan araştırmacıların büyük çoğunluğu sırf bu homopolimer probleminden dolayı bu 

teknolojiyi tercih etmemektedirler. En yaygın kullanıldığı alanlar, dizileme hatalarının daha 
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iyi tolere edildiği girişimsel olmayan prenatal test (İng. Noninvasive Prenatal Testing, NIPT) 

ve implantasyon öncesi genetik anöploidi testi (İng. Pre-Implantation Genetic Testing for 

Aneuploidy, PGT-A) gibi etiket bazlı çalışmalardır (81, 82).    

 

Şekil 2.18. İyon sekanslama (83) 

LİGASYON İLE SEKANSLAMA 

DNA ligaz enziminin floresan işaretli kısa DNA parçalarını DNA molekülüne eklemesi ile 

yapılan DNA dizileme yöntemidir. DNA ligaz enzimleri özel koşullarda iki DNA 

molekülünü birbirine bağlayan enzimlerdir. Hücre içinde genellikle DNA rekombinasyonu 

ve DNA tamiri işlemlerinde görev alırlar (84). Ligasyon ile sekanslamada her döngüde bir 

veya 2 bazı kodlanmış ve farklı floresan molekül içeren kısa tek zincir DNA probları ve 

DNA ligaz enzimi içeren reaksiyon karışımı ortama gönderilir (Şekil 2.19.). Hibridizasyon 

ve ligasyon sonrasında reaksiyona girmeyen reaksiyon karışımı yıkanarak uzaklaştırılır. 

Floresan sinyal tespiti ile kodlanmış olan bir veya iki bazın okuması geçekleştirilir. Bir 

sonraki döngü için ya floresan sinyal ve ligasyon bloğu kaldırılır, veya hibridizasyon primeri 

tamamen uzaklaştırılarak bir veya iki baz daha uzun primer gönderilerek bir veya iki baz 

kayma ile okuma döngülerine devam edilir (85).  

Dezavantajları olan kısa okuma uzunluğu (sadece 35 bp) ve çok uzun olan dizileme 

sürelerine rağmen başlarda maliyet açısından avantajlı olan ligasyon ile sekanslama, 

piyasada bir müddet tutunabilmiş, ancak hızla gelişen diğer teknolojiler karşısında 
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dezavantajlı durumu gitgide artınca, piyasada ticari olarak bulunan tek teknoloji olan  SOLiD 

sekanslama da rekabeti kaybedip 2016’da tüm ticari faaliyetlerini sonlandırmıştır (5).  

 

Şekil 2.19. Ligasyon ile sekanslama (86) 

PHRED KALİTE SKORLAMA 

Mevcut NGS sistemleri (ve 3. nesil sistemler) yukarıda bahsedilenler gibi farklı dizileme 

teknolojileri kullandıkları için hata oranları da birbirinden farklı olabilmektedir. Dizileme 

yapılırken aynı zamanda herhangi bir nokta için okunulan bazın güvenilirliğini belirten bir 

kalite skoruna ihtiyaç vardır; ki herhangi bir noktada tespit edilen bir değişikliğin ne kadar 

güvenilir bir sonuç olduğu değerlendirilebilsin. Bu amaç için Phred skorlama metodu 

geliştirilmiştir (87); Phred skorlamada elde edilen sinyal kalitesi ile bir muhtemel hata 

ihtimali hesaplanır (P) ve bu ihtimal aşağıdaki formül ile Phred kalite skoruna (Q) 

dönüştürülür: 

Q = -10 log10P 
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Formüle göre Phred skorunun 40 olması, tahmin edilen hata ihtimalinin 10.000’de 1, 30 

olması 1.000’de 1, 20 olması 100’de 1 ve 10 olması 10’da 1 olması anlamına gelir. Okuma 

yapılan her biz baz ile birlikte o baza ait Phred skoru (Q skoru da denir) oluşturulan fastq 

dosyasına işlenir.  

Her ne kadar Q skorları 40’ın üzerine çıkabilse de günümüzde yaygın olarak kullanılan NGS 

sistemlerinin hata ihtimallerini belirtmek için 40’ın üzerindeki skorlar (yani 10.000’de 1’den 

daha az hata ihtimalleri) biraz fazla kalmaktadır; çünkü genelde hata ihtimalleri genelde 

10.000’de 1’den çok daha yüksektir. Bu sebeple genel kullanılan Q skorlamada maksimum 

skor 40 olarak skorlama yapılmaktadır; nadir olarak 40’ın üzerinde olarak hesaplanan skorlar 

40’a çekilmektedir. Genel olarak Q skorunun 30-40 arasında olması çok yüksek kalitede 

okuma, 20-30 arasında olması yüksek kalitede okuma anlamına gelir denilebilir. Q skorunun 

10-20 arasında olması kalitenin düşük olmasına rağmen yine de kullanılabilir olduğu 

anlamına gelirken, 10’dan düşük olması durumu ise okumaya kesinlikle güvenilememesi 

anlamına gelir. 

2.1.2.2.4. YÜKSEK HACİMLİ PARALEL DİZİLEME 

NGS’nin en büyük avantajı, göreceli olarak kısa sürede, göreceli olarak çok miktarda veri 

üretebilmesidir. NGS’ye asıl gücünü veren özelliği budur da denebilir. Bu sebeple NGS aynı 

zamanda “Yüksek Hacimli Paralel Dizileme” (İng. Massively Parallel Sequencing) olarak ta 

isimlendirilebilmektedir. Paralel dizileme, birden fazla dizilemenin aynı cihazda ve aynı 

anda beraber olarak yapılmasıdır. Paralel dizileme NGS’ye özgü bir özellik değildir; Sanger 

dizilemenin yapıldığı kapiller elektroforez cihazlarında da paralel dizileme 

gerçekleştirilebilmektedir. Ancak bu yüksek hacimli değildir; cihazın kapiller sayısına göre 

4-48 adet örnek paralel dizilenebilmektedir (teknolojinin ulaştığı son noktada 384 kapillere 

sahip cihazlar geliştirilmiştir, ancak kullanım zorluğu ve NGS’nin geliştirilmesi sebepleri ile 

yaygınlaşamamıştır). NGS cihazlarında ise yüksek hacim söz konusudur, mevcut 

cihazlardan en yüksek hacimlisi tek bir seferde 10 milyarlarca DNA parçasını paralel olarak 

dizileyebilmektedir (en düşük kapasiteli NGS cihazlarında bile bu sayı milyonlar 

seviyesindedir).  
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AKIŞ HÜCRESİ  

NGS sistemlerine yüksek hacimli paralel dizileme özelliğini kazandıran, dizilemenin 

gerçekleştirildiği akış hücresi (İng. flow cell) yapılarıdır; akış hücreleri bütün NGS 

sistemlerinde bulunurlar. Akış hücreleri, klonal olarak amplifiye edilmiş DNA parçalarından 

küçük (maksimum birkaç cm2) ama çok yoğun (yaklaşık birkaç milyon adet / mm2) bir dizin 

oluşturan ve iki ucundaki küçük açıklıktan faydalanarak oluşturulabilen tek yönlü akış 

sayesinde içerisine istenilen sıvı karışımının gönderilmesine izin veren kapalı bir odacık 

veya odacıkları içeren, yaklaşık 5-15 cm uzunluğunda yapılardır. İki ucunda delik olan içi 

boş bir cam gibi basit bir yapıda da olabilirken, iyon sekanslamada gereken mikroçip tespiti 

için gerekli bazı elektronik birleşenleri de içeren daha karmaşık yapılar da olabilmektedirler. 

Şekil 2.20.’de değişik NGS cihazları için üretilmiş, cihazlara özel örnek akış hücreleri 

görülebilir. 

 

Şekil 2.20. Değişik akış hücreleri 

Akış hücrelerinin çok büyük bir kısmı, oluşturulan klonal amplifiye edilmiş DNA 

parçalarının yerleştirileceği veya oluşturulacağı mikrometre boyutundaki boşlukların 

düzenli bir şekilde önceden oluşturulduğu örüntülü (İng. patterned) akış hücreleridir (Şekil 

2.21.); ancak bazı sistemlere özgü örüntüsüz akış hücreleri de vardır. Örüntüsüz akış 

hücrelerinde klonal amplifiye edilmiş DNA, akış hücresi içerisine rastgele dağılır; tespit 

esnasında akış hücresi üzerindeki koordinatları belirlenerek analiz edilebilir.  
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Şekil 2.21. Örüntülü akış hücresi SEM görüntüsü (88) 

2.1.2.2.5. ELDE EDİLEN KISA OKUMALARIN BİRLEŞTİRİLMESİ 

NGS sistemlerinde genelde birkaç yüz bp’lik kesintisiz okumalar elde edilir (en yaygın 

olarak kullanılan cihazlarda yaklaşık 100-200 bp arasında). Bu okumalar Sanger dizilemeye 

göre biraz kısadır; Sanger dizileme ile 1 Kbp’den biraz daha fazla kesintisiz okuma elde 

etmek mümkündür. Elde edilen dizilemeler hem küçük hem de aynı zamanda rastgele olduğu 

için bir yazılım tarafından ortak yerlerinden birleştirilerek uzun dizilerin oluşturulması 

gerekmektedir.  

NGS ile ilgili şu şekilde bir analoji kurulabilir:  

SORU: Elimizde çok büyük bir fotoğraf var, mesela bir kenarı 2 m olan bir kare şeklinde. 

Elimizde bulunan küçük bir tarayıcı ile bu fotoğrafı nasıl tarayabiliriz? 

ÇÖZÜM: Fotoğrafı tek seferde tarayıcıya sığdırıp tarayamayacağımıza göre, fotoğrafı 

tarayıcıya sığacak boyutlarda, çok sayıda küçük parçaya böleriz (bu örnek için birkaç yüz 

parça), her parçayı ayrı ayrı tararız, sonra bir resim düzenleme yazılımı yardımı ile elde 
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ettiğimiz küçük parçaları bir “puzzle”’ın parçalarını birleştiriyor gibi birleştirerek resmin 

tamamını elde ederiz. 

NGS’nin mantığı bu örneğe çok benzemektedir; kesintisiz olarak dizileyemediğimiz uzun 

bir DNA parçasını dizileyebileceğimiz boyutlarda küçük parçalara bölüp, parçaları ayrı ayrı 

dizileyip, daha sonra bir yazılım yardımı ile dizlenen parçaları birleştirmek. 

Elde edilen kısa okumaların birleştirilme aşamasında iki farklı yaklaşım söz konusudur: 

şayet dizilenen bölge için herhangi bir kalıp bilgisi mevcut ise, diziler bu kalıp dizi üzerine 

hizalanabilir (İng. alignment); şayet dizilenen bölge için herhangi bir kalıp bilgisi mevcut 

değil ise veya kullanılmak istenmiyorsa, diziler kalıp bilgisi olmadan da birleştirilebilir (İng. 

assembly veya denovo assembly). Bu amaçlar için geliştirilmiş, farklı özelliklere sahip 

yazılımlar ve biyoinformatik algoritmalar mevcuttur. 

Kalıp bilgisi olmayan DNA’nın dizilenmesi için yeni dizileme (İng. denovo sequencing), 

kalıp bilgisi olan DNA’nın dizilenmesi için ise yeniden dizileme (İng. resequencing) 

terimleri kullanılır.  

HİZALAMA 

İngilizce “alignment” olarak adlandırılır. Elde edilen dizilerin, kalıp bir dizi üzerine en 

uygun olarak yerleştiği yerin bulunarak o noktalara hizalanmasıdır. Değişik amaçlar için 

değişik algoritmalar ve algoritmalara ait değişik ayarlar kullanılabilmektedir. En yaygın 

olarak kullanılan hizalama araçları BWA (Burrows-Wheeler Aligner) ve Bowtie 2 

araçlarıdır (89, 90). 

IGV 

IGV, veya Integrative Genomics Viewer, Broad Institute tarafından, büyük boyutlu genomik 

veri dosyalarının standart masaüstü bilgisayarlarda da görüntülenmesinin sağlanması 

amacıyla geliştirilmiş bir yazılımdır (91). Tamamen ücretsiz ve açık kaynak bir yazılım 

olduğu için zaman içinde hem araştırmacılar arasında çok popüler bir yazılım haline gelmiş, 

hem de açık kaynak olması sebebi ile dünyanın birçok yerinden araştırmacıların katkısı ile 

iyileştirilmiş ve halen iyileştirilmeye devam etmektedir (92). Hizalama sonrası oluşturulan 

hizalama dosyaları (sam, bam veya cram dosyaları) ile birlikte çok sayıda başka dosya 
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formatı, IGV sayesinde çok kolay ve ücretsiz bir şekilde görüntülenebilmektedir (Şekil 

2.22.). 

 

Şekil 2.22. IGV yazılımında bam dosyalarının görüntülenmesi 

BİRLEŞTİRME 

İngilizce “assembly” olarak adlandırılır. Elde edilen dizilerin, herhangi bir kalıp dizi bilgisi 

bulunmadan, sadece ortak dizileri yardımı ile birleştirilerek daha büyük kesintisiz dizilelerin 

oluşturulmasıdır. Değişik veri setlerinde, değişik amaçlar için kullanılmak üzere çok sayıda 

açık kaynak ve ticari birleştirme aracı bulunmaktadır (93).  

Birleştirme sonucunda oluşturulan kesintisiz dizilere İngilizce bitişik anlamına gelen 

“contiguous” kelimesinden türetilmiş kontig (İng. contig) adı verilir. Kontiglerin kesintili 

olarak birleştirilmiş (iki kontig arasındaki boşluğun uzunluğunun yaklaşık olarak bilindiği) 

hallerine de İngilizce “scaffold” adı verilmektedir.  

2.1.2.2.6. YENİ NESİL DNA DİZİLEMENİN AVANTAJLARI 

NGS’nin en büyük avantajı, yüksek hacimli paralel dizileme özelliği sebebi ile yüksek 

miktardaki dizileme bilgisini, hızlı ve düşük maliyet ile üretebilmesidir (94). Bu da özellikle 

yüksek veri gereksinimi duyan uygulama alanları için çok büyük bir avantajdır; Sanger 
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dizileme ile sadece bir hayal olan uygulamaları günümüzde mümkün hale getirmiştir. 

2000’li yılların başında tamamlanan ve tamamı Sanger dizileme ile yapılan İnsan Genom 

Projesi, 10 yıldan fazla sürmüş ve yaklaşık olarak 2,7 milyar dolara mal olmuştu (95). İnsan 

Genom Projesi’nde yapılan şey için sadece bir bireyin genomunun dizilenmesi diyebiliriz. 

Üzerinden geçen yaklaşık 20 yıldan sonra, günümüzde bir insanın genomunun dizilenmesi 

10 yıldan fazla süreden birkaç güne, milyarlarca dolardan da birkaç yüz dolara düşmüştür. 

Bu muazzam düşüşü NGS teknolojilerinim geliştirilmesine borçluyuz. Kısacası NGS’nin 

düşük maliyetli dizileme verisi üretebilmesi genetik alanında yeni bir çağın başlangıcı 

olmuştur denebilir. 

NGS aynı zamanda klonal amplifikasyon özelliği sayesinde Sanger dizilemeye göre çok 

daha hassastır (96). Sanger dizileme ile ayrıca klonlama yaparak gerçekleştirilebilecek 

çalışmalar, NGS ile klonlama gereksinimi olmadan yapılabilmektedir. Bu da yüksek 

hassasiyet gerektiren çalışmalar için fazladan kolaylık ve maliyet düşüşünü beraberinde 

getirmektedir.  

2.1.2.2.7. YENİ NESİL DNA DİZİLEMENİN DEZAVANTAJLARI 

NGS’nin yüksek miktarda veri üretme kapasitesi, bazı durumlarda dezavantaj haline 

gelebilmektedir. NGS yüksek miktardaki dizileme bilgisini, hızlı ve düşük maliyet ile 

üretebilmektedir ancak çalışma başına maliyet çok daha yüksektir ve her bir çalışma daha 

uzun sürede tamamlanmaktadır. Çalışmada elde edilecek verinin -paralel dizileme mantığı 

ile- tek seferde tamamı elde edilmek zorundadır, parça parça elde edilemez. Bu sebeplerden 

dolayı küçük projelerde ve hızlı sonuç alınması gerektiği durumlarda Sanger dizileme daha 

avantajlı hale gelebilmektedir.  

Son birkaç seneye kadar NGS cihazlarının maliyetlerinin, Sanger cihazlarına göre daha 

pahalı olması NGS için bir dezavantaj teşkil ediyordu; ancak son yıllarda üretilen daha düşük 

kapasiteli “benchtop” NGS cihazları sayesinde günümüzde küçük laboratuvarlar da Sanger 

cihazlarına göre çok daha uygun fiyatlara NGS cihazlarını alabilmektedirler. Böylece cihaz 

yatırım maliyeti, NGS için bir dezavantaj olmaktan çıkmıştır.  

NGS’nin Sanger dizilemeye olan bir dezavantajı da enformatiğe olan ihtiyacının daha 

yüksek olmasıdır. Özellikle daha yüksek kapasiteli NGS cihazlarına sahip olan 



36 

 

laboratuvarların, yüksek veri çıktısı sebebi ile hem işlem ve depolama gücü daha yüksek 

bilgisayarlara, hem de veriyi bu bilgisayarlarda işleyebilecek deneyimli biyoinformatik 

uzmanlarına ihtiyaçları vardır.  

NGS’nin bir diğer dezavantajı da standart olmamasıdır. Sanger dizileme çok standart bir 

yöntemdir, kullanılan kit ve cihazlarda ufak farklılıklar olsa da temel yöntem aynıdır; 

dünyanın diğer ucunda bir araştırmacının sadece yaptığı çalışmada Sanger dizilemeyi 

kullandığını söylemesi bile, dünyanın diğer ucundaki araştırmacının yapılan çalışmayı -ufak 

detaylar hariç- anlaması için yeterlidir. Ancak NGS’de böyle değildir; çok sayıda farklı 

prensiplere ve avantaj/dezavantajlara sahip olan cihazlar, kitler, analiz algoritmaları, 

yazılımlar vb. vardır (34). NGS’nin Sanger dizilemeye göre çok büyük avantajlarının 

olmasına rağmen, çoğu araştırmacının Sanger dizilemeyi halen DNA dizilemenin “altın 

standardı” olarak görmesinin sebebi de Sanger in “altın” olma özelliğinden ziyade “standart” 

olma özelliğinden gelmektedir ve bu konuda haksız da değillerdir. Yine de “altın standart” 

olarak nitelendirilme özelliği, yapılan birtakım çalışmaların ışığında zaman içerisinde yavaş 

yavaş Sanger dizilemeden NGS’ye doğru kaymış ve halen kaymaya devam etmektedir (97-

99). 

2.1.2.3. 3. NESİL DİZİLEME  

3. nesil dizileme teknolojileri, NGS teknolojilerinden daha sonra geliştirilen ve bazı 

özellikleri ile NGS’den ayrılan DNA dizileme teknolojileridir. Bu teknolojilerde bulunması 

gereken/beklenen özellikler şu şekilde özetlenebilir (100-104): 

• Amplifikasyon olmadan tek molekülden dizileme yapılması 

• Nükleotid analoglarının kullanılmaması 

• Polimeraz, ligaz vb. DNA’yı modifiye eden enzimlerin kullanılmaması  

• Gerçek zamanlı dizileme ve analiz yapılması (döngü bazlı olmaması) 

• Uzun okuma yapabilmesi 

• Düşük hata oranına sahip olması 

• Hızlı olması 

• Epigenetik modifikasyonların tespit edilebilmesi 

• AT-GC sapmasının olmaması 

• Yüksek miktarda dizileme verisinin düşük maliyetli üretilebilmesi 
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Günümüzde bu özelliklerin tamamına sahip olan bir teknoloji bulunmamaktadır; 3. nesil 

olduğu öne sürülen mevcut teknolojilerin tamamı bunların sadece bir kısmına sahiptir. “Bu 

özelliklerden hangilerine sahip olan 3. nesil olarak kabul edilebilir?” sorusunun cevabı 

hakkında akademik çevrelerde bir uzlaşma da yoktur; bazı sistemler bazı bilim insanları 

tarafından 3. nesil olarak nitelendirilirken aynı sistemler bazı bilim insanlarınca NGS olarak 

nitelendirilmektedir. Hatta bu özelliklerden bazılarına sahip sistemler için 3. nesil, daha 

fazlasına sahip olanlar için 4. nesil tanımlaması yapanlar da vardır. 3. nesil algısı zaman 

içinde de değişmiş gibi görünmektedir; şu an herkes tarafından NGS olarak kabul edilen bazı 

teknolojiler ilk çıktıkları zaman bazı bilim insanları tarafından 3. nesil olarak ta 

nitelendirilebilmiştir. Kısacası 3. nesil DNA dizileme teknolojileri hakkında tam bir uzlaşma 

yoktur; kişisel ve dönemsel yorumlara göre değişik göstermektedir.  

3. nesil DNA dizileme teknolojilerinin bir avantajı da epigenetik modifikasyonların en 

önemlisi olan DNA metilasyonunu, bisülfit çevrimine ihtiyaç duymadan direkt dizileme 

esnasında tespit edebilmesidir (105).  

Günümüzde genel olarak 3. nesil olarak kabul gören iki teknoloji vardır: Pacific Bioscience 

firmasının SMRT (Single Molecule Real Time) sekanslama teknolojisi ve Oxford Nanopore 

firmasının nanopor sekanslama teknolojisi. 

2.1.2.3.1. SMRT SEKANSLAMA 

SMRT, İngilizce “Gerçek Zamanlı Tek Molekül” anlamına gelen “Single Molecule Real 

Time” ifadesinin baş harflerinden oluşur. Bu teknolojide adaptörler takılan, tek zincire 

indirgenen ve halka yapısı kazandırılan tek DNA molekülleri üzerinden, yaklaşık 70 nm 

çapında ve 100 nm derinliğindeki kuyucuklar içerisinde ve kuyular içine sabitlenmiş olan 

tek bir DNA polimeraz enzimi molekülü sayesinde DNA polimerizasyonu gerçekleştirilir. 

Kullanılan özel tasarlanmış ve her bir nükleotid için farklı bir floresan molekül içeren 

nükleotid analogları, uzayan zincire eklendikçe floresan moleküllerini bırakırlar ve floresan 

ışımalara sebep olurlar. Bu ışımaların özel bir kamera sistemi ile gerçek zamanlı takibi ile 

de dizileme gerçekleştirilmiş olunur (106) (Şekil 2.23.).  
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Şekil 2.23. SMRT sekanslama (107) 

SMRT sekanslamanın en önemli özelliklerinden biri klasik bir NGS sistemine göre çok daha 

uzun okumalar yapabilmesidir; ortalama okuma uzunluğu 10-25 Kbp, maksimum okuma 

uzunluğu ize 175 Kbp’ye kadar çıkabilmektedir. Bunu, tek molekülden ve döngü bazlı 

olmadan dizileme yapmasına borçludur (fazlama problemi yok). Bu uzunluklar ortalama 150 

bp civarında okuma uzunluğu olan NGS sistemlerine göre inanılmaz bir uzunluktur; genom 

boyutunda kısa okumalar ile çözülmesi mümkün olmayan birçok sorun bu şekilde 

çözülebilmektedir (insan genomunu telomerden telomere kesintisiz dizileyebilmek gibi). 

Dezavantajı ise hata oranının yüksek olması (yaklaşık %10) ve baz başına dizileme 

maliyetinin yüksek olmasıdır. Yüksek hata oranı problemi, halkasal olan DNA’nın 

döndürülerek tek seferde birden fazla dizlenmesi ile ortadan kaldırılabilmektedir; bu şekilde 

hata oranı %1’in altına düşerek rakip NGS sistemleri ile benzer düzeye inmektedir (bu 

durumda okuma uzunlukları kısalmakta ve 10-20 Kbp’ye düşmektedir, ama bu büyük bir 

dezavantaj sayılmaz, çünkü 10-20 Kbp’de gayet uzun bir okumadır). Bu sebeple bu 

teknolojinin en büyük dezavantajı dizileme maliyetidir; baz başına dizileme maliyeti rakip 

NGS sistemlerine göre 3-5 kat daha fazladır.  
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SMRT sekanslama yukarıda belirtilen 3. nesil dizileme teknolojilerinin özelliklerinden  

• Amplifikasyon olmadan tek molekülden dizileme yapılması 

• Gerçek zamanlı dizileme ve analiz yapılması (döngü bazlı olmaması) 

• Uzun okuma yapılabilmesi 

• Hızlı olması 

• Epigenetik modifikasyonların tespit edilebilmesi 

özelliklerine uyarken, 

• Nükleotid analoglarının kullanılmaması 

• Polimeraz, ligaz vb. DNA’yı modifiye eden enzimlerin kullanılmaması 

• Yüksek miktarda dizileme verisinin düşük maliyetli üretilebilmesi 

• AT-GC sapmasının olmaması  

özelliklerine uymamaktadır. Düşük hata oranına sahip olması özelliğine de kısmi olarak 

uyduğu söylenebilir.  

2.1.2.3.2. NANOPOR SEKANSLAMA 

Nanopor sekanslama, DNA’nın bir membran üzerine sabitlenmiş biyolojik veya kimyasal 

bir nanopor içerisinden geçirilerek, geçirilme esnasında oluşan fiziksek değişikliklerin 

gerçek zamanlı tespiti ile gerçekleştirilen DNA dizilemedir. Teorik temelleri 1990’lı yılların 

başında atılmış, ilk deneysel çalışmaları 1990’lı yılların ortalarında başlamış, 2000’li 

yıllarda iyice geliştirilerek 2010’lu yılların başında bir firma tarafından ticari bir ürüne 

dönüşebilmiştir (108-110).  

Nanopor sekanslamanın ticari bir ürün olarak piyasaya çıkması ve çok sayıda başka firmanın 

nanopor bazlı başka teknolojiler üzerine çalışmaya ve yol almaya başlaması, 3. nesil 

dizilmenin geleceğinin nanopor üzerine olduğu ve kısa sürede piyasaya çıkacak ve 

geliştirilecek başka nanopor teknolojileri ile birlikte kısa sürede nanopor sekanslamanın 

piyasaya hükmedeceği, NGS sistemlerinin yerini alacağı (aynen NGS’in Sanger dizilemeye 

yaptğı gibi) şeklinde bir beklenti oluşmuştur. Ancak üzerinden geçen yaklaşık 10 yıla 

rağmen ne ticari ürüne dönüşebilen başka bir nanopor teknolojisi/firması çıkabilmiş, ne de 

mevcut teknoloji gerektiği kadar geliştirilebilmiştir (NGS’nin ilk çıktığı 2005 yılından 2015 
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yılına kadar 10 yıl içinde ne kadar büyük bir ilerleme kaydettiği düşünülecek olursa, nanopor 

teknolojisi için 10 yılda neredeyse hiç gelişmemiş bile denilebilir). 

Mevcut nanopor sekanslama teknolojisinde nanoporlardan geçen tek zincir DNA, nanopor 

içindeki iyon akışını yavaşlatır. Bazların 3 boyutlu yapıları birbirinden farklı olduğu için, 

farklı bazlar iyon akışını farklı bir şekilde etkiler. Her bir nanopordaki iyon akışının gerçek 

zamanlı olarak görüntülenmesi sonucunda herhangi bir nanopordan geçen tek DNA 

molekülünün dizilimi gerçek zamanlı olarak ortaya çıkartılmış olunur (111) (Şekil 2.24.).   

 

Şekil 2.24. Nanopor sekanslama (112) 
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Bu teknolojinin günümüzdeki en büyük dezavantajı çok yüksek olan hata oranıdır; hata oranı 

%10 civarındadır (113). Bu da klinik insan genetiği amaçlı kullanımını neredeyse imkansız 

hale getirmektedir. Mevcut NGS sistemlerinde bu oran %1’in altındadır (114). 

Nanopor sekanslama yukarıda belirtilen 3. nesil dizileme teknolojilerinin özelliklerinden  

• Amplifikasyon olmadan tek molekülden dizileme yapılması 

• Gerçek zamanlı dizileme ve analiz yapılması (döngü bazlı olmaması) 

• Uzun okuma yapılabilmesi 

• Hızlı olması 

• Epigenetik modifikasyonların tespit edilebilmesi 

• Nükleotid analoglarının kullanılmaması 

• Polimeraz, ligaz vb. DNA’yı modifiye eden enzimlerin kullanılmaması 

• AT-GC sapmasının olmaması  

özelliklerine uyarken, 

• Yüksek miktarda dizileme verisinin düşük maliyetli üretilebilmesi 

• Düşük hata oranına sahip olması 

özelliklerine uymamaktadır. Görüleceği üzere nanopor sekanslama, SMRT sekanslamaya 

göre daha fazla 3. nesil dizileme özelliğine sahiptir. Bu fark sebebi ile bazı araştırmacılar 

tarafından günümüzdeki tek 3. nesil dizileme teknolojisi, bazı araştırmacılar tarafından da 4. 

nesil dizileme teknolojisi olarak tanımlanmaktadır. 

2.1.3. FAZLI DİZİLEME YAKLAŞIMLARI 

Fazlı dizileme, poliploid genoma sahip organizmalardan elde edilen DNA dizileme 

verisinden elde edilen birden fazla varyasyonun aynı DNA zinciri üzerinde olup olmadığının 

tespit edildiği DNA dizileme yaklaşımıdır (115). İnsan gibi diploid bir organizmada genler 

çok büyük oranda çiftler halinde bulunur; her bir ebeveynden alınan homolog kromozomlar 

üzerinde aynı lokusta bulunan aynı genin birer kopyası şeklinde. DNA dizileme sırasında bu 

iki kopya gen (veya homolog kromozomların aynı lokusları) beraber dizilenir. Dizilenen 

bölgede şayet birden fazla heterozigot varyasyon tespit edilirse, bu varyasyonların aynı DNA 

zinciri üzerinde mi, farklı DNA zincirleri üzerinde mi olduğu; diğer bir tabir ile aynı 
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ebeveynden mi, farklı ebeveynlerden mi geldikleri bilgisi çoğu durumda çok önemli bir 

bilgidir. Bu bilgiyi de içeren DNA dizilemeye fazlı dizileme denir (115). Kısacası fazlı 

dizilemede homolog kromozomlar üzerindeki diziler beraber değil, ayrı ayrı okunur (Şekil 

2.25.).  

Sanger dizileme yönteminde, tek molekül dizileme gerçekleştirilmediği için dizileme verisi 

içinden fazlama yapmak mümkün değildir; fazlama ancak bireyin genetik materyalini aldığı 

ebeveynleri de dizilenerek (116) veya dizilenecek bölgeye ait alleller klonlama ile 

birbirinden ayrılarak yapılabilir (115). NGS’de ise, tek molekül dizilendiği için fazlı 

dizileme yapmak mümkündür ancak okuma uzunluğu ile sınırlıdır; okuma uzunluğu kısa 

olan teknolojiler için bu kısıtlayıcı bir durumdur (117). Bu kısıtlamayı aşmak için değişik 

yaklaşımlar geliştirilmiştir. Bunlardan birsi mate-pair kütüphaneler kullanmaktır. Mate-pair 

kütüphanelerde örnek hazırlama aşamasında birkaç kilobazdan oluşan DNA parçalarının iki 

ucu birleştirilerek, birbirinde belirli bir uzaklıktaki iki bölgeden okuma elde edilir; böylece 

fazlama için daha uzak bölgelerdeki varyasyonlar da kullanılabilir hale getirilmiş olunur 

(118). Bu şekilde hazırlanan kütüphaneler aynı zamanda birleştirme ile analiz edilecek 

dizileme verisinde, dizilenen bölgedeki tekrar bölgeleri gibi problemli bölgelerin daha iyi 

çözümlenmesinde de yardımcı olur (118). Bir diğer yaklaşım ise dizilenecek DNA 

molekülüne dizisi bilinen DNA parçalarının (etiketlerin) rastgele eklenmesidir. Bu şekilde 

hazırlanan kütüphanelerde etiketler yazılım tarafından tanınarak hem analiz sırasında dizi 

içerisinden çıkartılır, hem de elde edilen okumanın hangi DNA klonundan geldiği 

belirlenerek fazlama yapılabilir (119).  

 

Şekil 2.25. Fazlı dizileme (120) 
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2.1.4. DNA DİZİLEME İLE NADİR VARYANTLARIN TESPİTİ 

Derin dizileme, veya daha doğru tabir ile derin DNA dizileme, NGS yönteminin klonal 

amplifikasyon özelliği sayesinde, belirli bir DNA parçası üzerinden tek seferde çok sayıda 

klonal DNA dizileme verisi alınarak, o bölgenin çok daha hassas dizilendiği NGS 

yaklaşımıdır (49, 121, 122).  

2.1.4.1. DERİN DİZİLEME 

Okuma derinliği (İng. depth of sequence), NGS teknolojilerinin klonal amplifikasyon 

özelliğinden kaynaklanan, hassasiyeti arttıran ve Sanger yönteminde uygulaması olmayan 

bir özelliğidir. Okuma derinliği, verinin hizalama veya birleştirme sonrasında, herhangi bir 

noktası için kaç farklı DNA parçasında ayrı ayrı okunduğudur. Derinlik kavramının dışında 

bir de kapsam (İng. coverage) kavramı vardır. Derinlik ve kapsam birbirine yakın kavramlar 

olsalar ve birçok durumda birbirlerinin yerine kullanılabiliyor olsalar da tamamen aynı 

değillerdir; kapsam tek bir noktada ziyade bir bölge için kullanılır ve o bölgedeki ortalama 

derinliği ifade eder (49, 123). İnsan gibi diploid bir organizmanın dizilenmesinde herhangi 

bir nokta için 20 veya daha büyük bir okuma derinliği, kalıtsal varyasyonların ve 

zigozitelerinin tespiti için çoğu durumda yeterlidir (123). Hatta düşük döngü sayılı PCR 

içeren örnek hazırlama prosedürleri ile yapılan çalışmalar için, 10-12 civarında okuma 

derinlikleri bile duruma göre kabul edilebilir seviyelerdedir (124). Herhangi bir nokta için 

okuma derinliği ne kadar fazla ise, elde edilen sonuç o nokta için o kadar fazla güvenilirdir 

denilebilir. Ancak belirli bir derinlikten sonra okuma derinliğini daha da arttırmak 

güvenilirliği daha da arttırmaz; çünkü sonuç zaten gereğinden çok daha fazla güvenilirdir. 

Bu tip durumlarda okuma derinliğini arttırmak ise hassasiyeti arttırarak, somatik 

varyasyonlar gibi dizilenen örnek içerisinde daha nadir bulunabilecek varyasyonların 

tespitinde kullanılabilir (125). Bu şekilde derinliğin normal ihtiyacın üzerinde arttırılarak, 

nadir varyasyonların tespiti için daha hassas bir dizileme yapılmasına derin dizileme denir. 

Aynı zamanda okuma derinliğinin bunun da üzerine çıkarılmasına ultra-derin dizileme de 

denilebilmektedir. Her ne kadar kesin bir tanımı olmasa da kabaca okuma derinliğinin 

100’ün üzerinde olduğu dizilemeler için derin dizileme, okuma derinliğinin 1000’in üzerinde 

olduğu dizilemeler için de ultra-derin dizileme denilebilir (49).  
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2.2. HAVUZLAMA YAKLAŞIMI 

Havuzlama, örnek havuzlama veya havuz testi, birden fazla örneğin birleştirilerek tek bir 

örnekmiş gibi test edilmesi yaklaşımına verilen genel bir isimdir. Özellikle mikrobiyal 

testlerde, patojen tespit alanında sıklıkla kullanılmaktadır. Doğru kullanıldığı zaman hem 

test maliyetlerini hem de test sürelerini belirgin bir şekilde düşürebilmektedir. Tarihsel 

olarak ilk defa 1943 yılında 2. Dünya Savaşı’na katılan Amerikan askerlerinde frengi 

taramasında kullanılmıştır (126).  

Havuzlama yaklaşımının başarılı bir şekilde kullanılabilmesi için iki önemli durumun 

mevcut olması gerekmektedir; birincisi kullanılan testin, örnekler birleştirildikten sonra dahi 

verimli bir şekilde tespit yapabilmesi için hassas bir test olması gerekmektedir; ikincisi ise 

aranılan parametrenin aranılan grup içinde nadir bulunuyor olması gerekmektedir (127). 

Havuzlama yaklaşımında örneklerin testin hassasiyeti ve beklenen pozitiflik oranı 

gözetilerek, belirli sayılarda birleştirilmesi ile örnek havuzları oluşturulur, havuzlar aranan 

parametre açısından test edilir, negatif çıkan havuzların içindeki tüm örneklerin negatif 

olduğu kabul edilir, pozitif çıkan havuzların içindeki örnekler ise teker teker test edilerek 

pozitif olan örnek ya da örnekler tespit edilir (126). Havuzlar ne kadar çok örnekten oluşursa, 

havuzlamanın getirdiği avantajlar o kadar fazla olur. Ancak havuzları oluşturacak örnek 

sayısının bir sınırı vardır, birleştirilen örnek sayısı testin hassasiyetini etkileyecek ve yanlış 

negatif sonuç verebilecek kadar çok olmaması gerekmektedir. Kullanılan test çok hassas olsa 

ve hassasiyet kaynaklı pratikte bir sınır olmasa bile, havuzları oluşturacak örnek sayısının 

beklenen pozitiflik oranına göre ayarlanması gerekir; şayet havuzların içerisindeki örnek 

sayısı çok fazla tutulursa bu sefer de havuzların tamamına veya büyük kısmına pozitif örnek 

düşeceği için, havuzlama avantajı değil tam tersine dezavantajı hale gelmiş olacaktır (128). 

Kısacası havuzlama, çok sayıda örneğin toplu halde negatif olarak değerlendirilmesi 

sonucunda yapılan toplam test sayısının, bunun sonucunda da toplam maliyet ve test 

sürelerinin azaltılması prensibine dayanmaktadır (126).   

2.2.1. DNA DİZİLEME VE HAVUZLAMA YAKLAŞIMI 

Havuzlama tekniğini kullanarak yapılan DNA analizi, 1990’lı yıllarda nakil için toplanan 

kanlardaki enfeksiyon ajanlarının kolay ve uygun maliyetler ile taranması ile rutin olarak 

kullanılmaya başlanmıştır (129, 130). Havuzlama yaklaşımının DNA dizilemede ilk 
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kullanımı ise 2000 yılında yayınlanan bir mini-dizileme çalışmasıdır; bu çalışma ile ATP7B 

geninde tanımlanmış 10 patojenik mutasyonun toplumdaki frekansları, 2640 örneğin 

havuzlama ile analiz edilmesi ile belirlenmeye çalışılmıştır (131). NGS teknolojilerinin 

yaygınlaşması ile birlikte 2009 yılından sonra konu ile ilgili yayınlar çıkmaya başlamıştır. 

Günümüze kadar 30’dan fazla yayın çıkmıştır. Bunların bir kısmı havuzlama yaklaşımında 

havuzların oluşturulması veya elde edilen verini analizi ile ilgili matematiksel veya 

bilgisayar modelleme üzerine yapılmış biyoinformatik çalışmalardır (132-143). Aynı 

zamanda gerçek veri üzerinden yapılmış biyoinformatik odaklı çalışmalar da vardır (144-

146). Literatür de bir tane de havuzlanmış örneklerden varyant tespiti için geliştirilmiş bir 

yazılıma ait yayın da bulunmaktadır (147). Havuzlanmış örneklerden üretilmiş gerçek NGS 

verisi üzerinden varyasyon tespiti amaçlı çalışmaların yaklaşık yarısı ise varyasyon keşfi 

amaçlı olup, varyasyonların bireyde verimli bir şekilde tespiti amaçlı genotipleme 

çalışmaları değildir (148-158). Literatürde karşılaşılan genotipleme amaçlı çalışmalar da 

vardır, ancak bunların tamamı 5-20’li havuzlama gibi göreceli olarak güvenli havuzlar 

üzerinde ve bilinmeyen örneklerden yapılmış genotipleme çalışmalarıdır (131, 159-167). Bu 

çalışmalar içinde 2 tanesi 2 boyutlu havuzlama tekniğini kullanan çalışmalardır (161, 162). 

Daha önce genotiplenmiş örnekler ile yapılmış validasyon çalışmasına ise literatürde sadece 

1 tane rastlanmıştır, o da tek boyutlu ve tek bir havuz çeşidi içeren ve sadece 20 örnekten 

oluşan bir çalışmadır (168).  

Tezin validasyon kısmı, literatürde 2 ve 3 boyutlu havuzlama yaklaşımının genotipi bilinen 

çok sayıda örnek üzerinden ve farklı sayılarda örnekten oluşan havuzlardan aynı çalışma 

içinde denendiği ilk çalışma olacaktır. 

2.2.2. ÇOK BOYUTLU HAVUZLAMA YAKLAŞIMI 

Kullanılan havuzlama yaklaşımları çoğunlukla tek boyutludur, yani örnekler gruplara 

ayrılarak karıştırılıp havuzları oluştururlar. Bu durumda pozitif örneklerin belirlenebilmesi 

için pozitif çıkan havuzların tamamındaki örneklerin teker teker çalışıma zorunluluğu vardır 

(Şekil 2.26.). Ancak çok boyutlu havuzlama yapmak ta mümkündür. Mesela 2 boyutlu 

havuzlamada örnekler 2 boyutlu bir dizin oluşturacak şekilde dizilir ve X ve Y olmak üzere 

2 boyutta havuzlama yapılır. Bunun sonucunda her örnek tek boyutta olduğu gibi bir havuz 

içerisinde değil, biri X ve biri Y boyutlarında olmak üzere iki adet havuz içerisinde temsil 
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edilir. Veya aynı şekilde 3 boyutlu havuzlama yaklaşımında örnekler X, Y ve Z boyutlarında 

olmak üzere üç havuz içinde temsil edilirler (169). Çok boyutlu havuzlamada pozitif çıkan 

havuzlar pozitif örneklerin “koordinatlarını” belirteceği için, sadece kesişim noktalarındaki 

örneklerin doğrulanma amaçlı çalışılması yeterlidir (Şekil 2.26.).  

Çok boyutlu havuzlama yaklaşımının tek boyutlu havuzlamaya göre avantajları ve 

dezavantajları bulunmaktadır. Doğru kullanıldığı zaman toplam test sayısını ve maliyeti bir 

miktar daha düşürebilir. Aynı zamanda olası her pozitif örnek boyut sayısına göre birden 

fazla havuz içerisinde test edileceği için, yanlış negatiflik ihtimali de düşmektedir. 

Dezavantajı ise çok boyutlu havuzlamada havuzları oluşturmak, tek boyutluya göre daha zor 

ve karmaşıktır ve boyut sayısı arttıkça çok daha zor ve karmaşık hale gelmektedir. 

 

Şekil 2.26. 1, 2 ve 3 boyutlu havuzlama yaklaşımları (169) 
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2.3. MUTASYON TARAMA 

Genetik hastalıkların kesin tanısı için hastalığa sebep olan mutasyon veya mutasyonların 

hasta bireyde tespit edilmesi ve zigozitesinin belirlenmesi gerekmektedir. İnsanın haploid 

3,2 milyar bazdan oluşan devasa bir genoma sahip olduğunu ve çoğu genetik hastalık 

durumunda hastalığa sebep olan mutasyonların sadece bir veya birkaç noktada olduğunu 

düşünecek olursak, bu mutasyonların tespit edilmesi adeta samanlıkta iğne aramaya 

benzetilebilir.  

Mutasyonların tespiti, şu ana kadar tanımlanmış 6 bin civarında kalıtsal hastalık içerisinde 

göreceli olarak yaygın görülen ve yaygın mutasyonları olan çok az sayıda hastalığı, büyük 

delesyon ve duplikasyon gibi DNA dizileme ile tespit edilemeyen mutasyonları ve tekrar 

dizisi hastalıklarındaki tekrar mutasyonlarını istisna olarak kabul edersek, ancak DNA 

dizileme yöntemi ile mümkündür. DNA dizileme, NGS teknolojilerinin geliştirilmesi ve 

yaygın olarak kullanılmaya başlanması ile düşük maliyetli ve pratik bir yönteme 

dönüşmüştür. Ancak geçmişte bu böyle değildi; özellikle büyük bölgelerin DNA dizileme 

çalışmaları hem maliyetli hem de zahmetli çalışmalar idi. Bu sebep ile, DNA dizilemesinden 

önce kullanılarak mutasyonların bulunabileceği bölgelerin tespiti amaçlı, DNA dizilemeye 

göre daha düşük maliyetli ve daha pratik yöntemler geliştirilmiştir. Çoğu, mutasyon içeren 

DNA zinciri ile mutasyon içermeyen DNA zincirinin bir araya gelerek oluşturduğu 

heterodupleks DNA parçalarının tespiti esası üzerine kurulu bu yöntemler arasında HRM, 

DGGE, DHPLC ve SSCP’yi sayabiliriz. Dizilenmek istenen bölge ilk önce bu yöntemler ile 

taranıyor, tarama sonunda pozitif çıkan bölgeler dizilenerek varyasyon tespit ediliyor, bu 

şekilde yapılan dizileme miktarı ile birlikte maliyet te azaltılıyordu. Ancak zaman içinde 

DNA dizilemenin maliyetinin dramatik bir şekilde düşmesi ile birlikte artık bu yöntemleri 

mutasyon tarama amaçlı kullanmak anlamsız hale gelmiştir; günümüzde tarama maliyetinin 

çok daha altına dizilemek mümkündür. Yine de hasta bireylerin dışında, taşıyıcıların veya 

hastalık belirtilerinin daha ortaya çıkmadığı ama erken tanının tedavide çok büyük öneme 

sahip olduğu genetik hastalıklara sahip bireylerin taranması amaçlı olarak DNA dizilemeyi 

kullanmak, günümüzde hala çok maliyetli bir çalışma olarak karşımıza çıkmaktadır. Bu 

sebeple günümüzde bu amaç için yapılan tarama çalışmalarında, hassasiyeti ve özgünlüğü 

DNA dizilemeye göre daha düşük olan, ancak çok daha uygun maliyetli yöntemler 

kullanılmaktadır.  
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Ülkemizde taranan kalıtsal hastalıklar SMA, beta talasemi, fenilketonüri, konjenital 

hipotiroidi, biyotidinaz, kistik fibrozis ve konjenital adrenal hiperplazi hastalıklarıdır (3). Bu 

hastalıklardan SMA ve beta talasemi evlilik öncesi yetişkinlerden ve taşıyıcıların tespiti 

amacı ile yapılırken, diğer hastalıklar yenidoğanlardan ve hasta bireylerin erken teşhis 

alması amacı ile yapılmaktadır. Bu hastalıkların hepsi genetik hastalıklardır, ancak SMA 

dışındaki hastalıkların tamamının taraması moleküler genetik yöntemler dışındaki yöntemler 

ile yapılmaktadır. Moleküler genetik yöntemlerin hassasiyetinin çok daha yüksek olmasına 

ve kesin tanı için mutlaka gerekmelerine rağmen, pahalı oldukları için tarama 

programlarında kullanılamamaktadırlar.    

Şayet düşük maliyetli ve DNA dizileme temelli, yüksek hassasiyet ve özgüllüğe sahip bir 

tarama yöntemi geliştirilebilirse bu hastalıklar dahil olmak üzere çok sayıda başka genetik 

hastalık ta toplumun değişik seviyelerinde verimli bir şekilde taranarak, hem doğan yeni 

hasta bireylerin sayısı azaltılabilir, hem de erken tanı ile mevcut hastaların tedavi süreçleri 

çok daha başarılı bir şekilde yönetilebilir. 

2.4. FAMİLYAL HİPERKOLESTEROLEMİ 

Familyal hiperkolesterolemi (FH) (OMIM 143890), lipitlerin kanda anormal seviyede 

bulunması durumu olan dislipidemi durumunun en yaygın formu olan hiperkolesteroleminin 

bir türüdür. Hiperkolesterolemiye yol açan sebepler primer ve sekonder olmak üzere 2 gruba 

ayrılabilir. Primer sebepler (ailesel sebepler de denir), kolesterol veya trigliseritlerin kandaki 

seviyelerini ayarlayan genlerde oluşan mutasyonlar sonucu oluşan ve kalıtsal olan 

sebeplerdir. Sekonder sebepler ise genetik olmayan, çevresel sebepleri içerir. Familyal 

hiperkolesterolemi, primer sebepler ile oluşan kalıtsal bir dislipidemi türüdür (4, 170, 171). 

FH’de, mutasyonlar sonucu kolesterol ve lipit metabolizması bozulmakta ve kişide 

“hiperkolesterolemi, ciltte ksantomlar, arkus kornea, poliartrit ve tendosinovit ve koroner 

hastalığa yatkınlık” gözlenmektedir (4). Bu hastalık, tüm hiperkolesterolemili hastaların 

yaklaşık %5’ini oluşturmaktadır. Hastalık, toplumda en sık görülen iki genetik hastalıktan 

biri olarak kabul edilmektedir (172). Tüm toplumlarda görülen bu hastalığın prevalansı 

1:200 ile 1:500 arasında olduğu düşünülmektedir (173). Bazı topluluklarda is “kurucu etki” 

nedeniyle daha yüksek oranda görülmektedir. Dünyada ise 10 milyon kişinin etkilenmiş 

olduğu sanılmaktadır (174).  
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Çok önemli bir hastalık olmakla birlikte ne yazık ki olguların %90 kadarı eksik tanı almakta 

veya hiç tanı alamamaktadır (175). Bazı gelişmiş ülkelerde dahi hastaların küçük bir kısmı 

tanı alabilmektedir; Dünya Sağlık Örgütü (WHO) etkilenmiş Kanada’lıların ancak %15 

kadarına tanı konulabildiğini bildirmiştir (176). Ancak hastalarda semptomsuz dönemi 

uzatmak, uygun tedaviyi sağlamak, hastalığın takibi ve komplikasyonları önlemek için erken 

tanıya gereksinim vardır. Hastaya erken tanı konulması halinde yaşam biçimi, diyet, egzersiz 

ve lipit düşürücü ilaçlar kullanılarak ateroskleroz gelişiminin engellenmesi ve yaşam 

kalitesinin artması ile beraber beklenen yaşam süresinin 25-30 yıl kadar uzaması 

mümkündür (177). 

2.4.1. BELİRTİLER 

FH’nin en önemli ve tipik belirtisi hiperkolesterolemidir; kandaki LDL koleterol (LDL-C) 

seviyesi ne kadar yüksek ise, kişinin FH olma ihtimali o kadar yüksektir; belirli bir seviyenin 

üzerinde ise kişi kesinlikle FH olarak değerlendirilmektedir (170). Bunun dışında sekonder 

belirti olarak arkus kornea, tendon ksantoma ve ksantelezma da görülebilir (Şekil 2.27.). FH 

sebebi ile dolaşımda olan yüksek miktardaki LDL partüküllerinin hızlı bir şekilde 

aterosikleroz gelişimini tetiklemesi ve erken yaşlarda ortaya çıkan kardiyovasküler 

hastalıklara sebep olmasıdır (170, 171). FH’nin bazı uç nokta vakalarında kandaki lipid 

miktarı o kadar artabilmektedir ki, kanın görsel olarak rengi bile değişebilmektedir (Şekil 

2.28.).  

 

Şekil 2.27. FH belirtiler: a) arkus kornea, b) ksantelezma, c) tendon ksantoma 
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Şekil 2.28. Hiperlipidemi sebebi ile görsel olarak değişime uğramış kan (178) 

2.4.1.1. ARTEROSKLEROZ 

Kardiyovasküler hastalıklar gelişmiş ülkelerde en önce gelen ölüm sebeplerinden biridir. 

Hatta Afrika ülkeleri dışındaki en önemli ölüm sebebidir (179). Kardiyovasküler 

hastalıkların büyük çoğunluğu ise ateroskleroz sebebi ile oluşan ve damar sertliği olarak 

adlandırılan arteriyoskleroz sebebi ile oluşur (180). Ateroskleroz damar içerisinde lipitler, 

kan hücreleri ve başka maddelerin oluşturduğu plakların birikmesi durumudur (Şekil 2.29.).  

 

Şekil 2.29. Ateroskleroz (181) 
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Arterosklerozun sebebi tam olarak bilinmemek ile birlikte birçok sebebin etkili olduğu 

multifaktoriyel bir durum olduğu düşünülmektedir. Risk faktörleri içinde 

hiperkolesterolemi, yüksek seviyedeki enflamasyon belirteçleri, yüksek kan basıncı, diyabet, 

sigara tüketimi, obezite, aile öyküsü ve sağlıksız beslenme sayılabilir (182, 183).  

2.4.2. TANI KRİTERLERİ 

Tanıda en önemli kriter, en önemli ve tipik belirti olan hiperkolesterolemidir. Ancak tek 

başına yeterli değildir. Bunun sebebi hiperkolesteroleminin seviyeleri olması ve 

hiperkolesterolemiye yol açabilecek sekonder sebeplerdir. Hangi seviye LDL-C’nin 

hiperkolesterolemi sayılacağı net değildir; Çizelge 2.1.’de LDL-C seviyeleri ve anlamları 

verilmiştir (184). 

Çizelge 2.1. LDL-C seviyeleri ve klinik kategorizasyonu 

LDL-C seviyesi (mg/dL) Kategori 

< 100 Optimal 

100 - 129 Optimal Üzeri 

130 - 159 Yüksek Sınırında 

160 - 189 Yüksek 

> 190 Çok Yüksek 

Her ne kadar LDL-C seviyeleri 190’dan büyük olunca çok yüksek kabul edilse de FH’nin 

otozomal resesif formunu taşıyan bazı hastalar da bu seviye 500’ün üzerine bile 

çıkabilmektedir (185). Görüldüğü üzere yüksek kolesterol, siyah/beyaz şeklinden ziyade 

“grinin tonları” şeklindedir, bunun üzerine yüksek kolesterole yol açabilecek sekonder 

sebepleri de katacak olursak FH’nin tanısındaki güçlüğü gözler önüne sermiş oluruz. FH’den 

şüphelenilen bir durumda yapılması gereken ilk şey, ikincil sebep olabilecek sekonder klinik 

sebeplerin (hipotroidi, diyabet, nefrotik sendrom, obstüraktif karaciğer hastalığı vb.) ve 

çevresel faktörlerin (ilaç kullanımı, yüksek miktarda alkol kullanımı, sağlıksız beslenme, 

hareketsiz yaşam tarzı vb.) elimine edilmesidir (170). Bu aşamadan sonra bireyin FH 

açısından değerlendirilmesi için kullanılan skorlama bazlı tanı kriterlerinden birine 

başvurulması önerilmektedir (170, 171, 186). Bu kriterlerin en önemlilerinden biri Dutch 

kriterleri olarak ta bilinen “The Dutch Lipid Clinic Network Diagnostic Criteria”’dır (187). 

Dutch kriterlerinde Çizelge 2.2.’deki skor değerlerine göre skorlama yapılır. 
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Çizelge 2.2. Dutch kriterleri skorlama tablosu 

Aile Öyküsü Skor 

Birinci derece akrabalarda prematür koroner ve vasküler hastalığın olması 

(Erkeklerde 55 yaş, kadınlarda 60 yaşın altında olması) 

ya da 

Birinci derece akrabalarda LDL kolesterol düzeyinin 95 persentilin üstünde 

olması (yaş ve cinsiyete göre) 

 

 

1 

Birinci derece akrabalarda tendon ksantoma ve/veya arkus kornea 

bulunması 

ya da 

18 yaş altı çocuklarda LDL kolesterol düzeyinin 95 persentilin üstünde 

olması (yaş ve cinsiyete göre) 

 

2 

Klinik Öykü Skor 

Premature rofile arter hastalık olması (Erkeklerde 55 yaş, kadınlarda 60 

yaşın altında olması) 

2 

Prematüre serebral ya da vasküler hastalık olması (yaş ve cinsiyete göre) 1 

Fizik Muayene Skor 

Tendon ksantoma 6 

Arkus kornea (<45 yaş) 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 göre çıkarımı yapılan tanı da aşağıdaki Çizelge 2.3.’te verilmiştir. 

Çizelge 2.3. Dutch kriterlerinde toplam skora göre tanı 

Toplam Skor Tanı / Yorum 

> 8 Kesin FH 

6 – 8 Muhtemel FH 

3 - 5 Düşük Olasılıkla FH 

< 3 Olası Olmayan FH 

Görüleceği üzere Dutch kriterlerine göre LDL-C seviyesi 8,5 mmol/l veya 330 mg/dL’nin 

üzerinde olan bireyler kesin olarak FH hastası kabul edilirler. 

2.4.3. KALITIM 

Familyal hiperkolesterolemi, otozomal dominant geçiş gösteren bir tek gen hastalığıdır. 

Otozomal resesif formları olsa da çok nadirdir (186, 188). Penetransı %90’ın üzerindedir; 

yani mutasyonu taşıyan bireyde çok büyük oranda semptomlar ortaya çıkar (177, 186). 
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2.4.3.1. İLGİLİ GENLER 

FH ile ilgili günümüze kadar 8 adet gen tanımlanmıştır. 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 dışında olup, hiperkolesterolemi ile seyredip 

klinik olarak FH ye benzeyen ve iyi bir klinik değerlendirme yapılmadığı taktirde FH ile 

karışma ihtimali olan kolesteril ester depo hastalığına yol açan LIPA (OMIM: 613497) geni 

vardır. Bu genlerden en önemlisi kesin FH olarak değerlendirilen vakaların %70’ini, 

mutasyon tespit edilebilen vakaların ise %90’ından fazlasından sorumlu olan LDLR genidir 

(186). Diğer iki önemli gen ise vakaların yaklaşık %5’inden sorumlu olan APOB geni ve 

vakaların yaklaşık %1’inden sorumlu olan PCSK9 genidir (192). 

2.4.3.1.1. LDLR 

Kandaki kolesterol dengesinde çok önemli bir rolü oynayan bir hücre yüzeyi reseptörüdür. 

19. kromozomun p koluna lokalizedir. Protein ürünü 860 amino asitten oluşur. 18 kodlayan 

ekzona sahip, yaklaşık 44 Kbp boyunda orta boy bir gendir (193). Kanda lipitlerin taşındığı 

lipoprotein yapılarından biri olan LDL lipoproteininin hücre, tarafından tanınarak hücre 

içerisine alınmasında rol oynar (194) (Şekil 2.30.). Mutasyona uğraması sonucunda LDL 

lipoproteinleri verimli bir şekilde hücre içerisine alınamaz, bunun sonucunda da kandaki 

LDL miktarı artarak hiperkolesterolemi durumuna yol açar (195).       

2.4.3.1.2. APOB 

LDL parçacıklarını oluşturan ana apolipoproteindir. 2. kromozomun p koluna lokalizedir. 

Her ne kadar yaklaşık 44 Kbp boyu ile genom üzerindeki yerleşimi açısından orta boy bir 

gen olsa da, 4563 amino asit kodlayan 26 ekzonlu büyük bir gendir (196). Görevi kandaki 

lipitlere bağlanarak LDL parçacıklarını oluşturmaktır (Şekil 2.30.). Mutasyona uğraması 

durumda LDL parçacıklarının LDL reseptörlerine bağlanmasını zayıflatıp, LDL 

moleküllerinin hücre içine alınmasını azaltabilmektedir. Bunun sonucunda da 

hiperkolesterolemi durumu ortaya çıkabilmektedir (197). 
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Şekil 2.30. LDLR, APOB ve PCSK9 (198) 

2.4.3.1.3. PCSK9 

LDL reseptörlerinin parçalanarak miktarlarının düşmesinde rol oynayan bir serin proteaz 

enzimidir. 1. kromozomun p koluna lokalizedir. Protein ürünü 692 amino asitten oluşur. 12 

kodlayan ekzona sahip, yaklaşık 25 Kbp boyunda orta boy bir gendir (199). LDLR ve APOB 

genlerinin aksine, PCSK9 geni LDL resepörlerinin yıkımında rol aldığı için (Şekil 2.30.), 

gendeki aktive edici mutasyonlar hiperkolesterolemiye yol açar (200). Bu gendeki fonksiyon 

kaybı mutasyonları ise, LDL reseptörlerinin yıkımını azalttığı ve miktarlarını arttırdığı için 

tam tersi olarak hipokolesterolemiye yol açar (201). PCSK9, fonksiyonu azaldığı zaman 

kolesterol seviyelerini düşürücü etki yaptığından, hiperkolesterolemi hastalarında 

kullanılmak üzere iyi bir ilaç hedefidir; PCSK9 inhibitörleri 2015 yılından beri 

kullanılmaktadır (202). 
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2.4.3.1.4. ÇALIŞMA İÇİN SEÇİLEN GENLER 

Çalışma için kullanılacak materyaller, LDLR, APOB ve PCSK9 genleri dizilenmiş ve 

mutasyon bulunamamış olası FH hastaları olduğu için, FH ile ilgili olduğu bildirilmiş diğer 

genlerden 6 tanesi çalışmaya alınmıştır. Çalışma için seçilen genler:  

LDLRAP1 

LDL reseptörünün sitoplazmik kısmı ile etkileşime girip, LDL parçacıklarının hücre 

içerisine alınmasında rol oynayan proteini kodlayan gendir. 1. kromozomun p koluna 

lokalizedir. Protein ürünü 308 amino asitten oluşur. 9 adet kodlayan ekzona sahip, yaklaşık 

25 Kbp boyunda orta boy bir gendir (203). İlgili diğer genlerin aksine LDLRAP1 geninin 

sadece otozomal resesif kalıtım formu vardır; heterozigot bireylerde klinik gözlemlenmez. 

Birey homozigot mutant veya birleşik heterozigot olarak fonksiyon kaybettirici bir mutasyon 

veya mutasyonlar taşıyorsa, LDL parçacıkları hücre içerisine verimli bir şekilde alınamaz 

ve hiperkolesterolemi durumu ortaya çıkar (204, 205). 

APOA2 

APOA2 geninin ürünü olan Apolipoprotein A-II, bir lipoprotein olan HDL parçacıklarının 

yapısında olan ana proteinlerden biridir. APOA2 geni 1. kromozomun q koluna lokalizedir. 

Protein ürünü 100 amino asitten oluşan, 3 adet kodlayan ekzona sahip, yaklaşık 1,5 Kbp 

boyunda küçük bir gendir (206). Mekanizması belli olmamak ile birlikte, yapılan bir 

çalışmada bu gendeki mutasyonların lipit profilini etkileyebileceği gösterilmiştir (207). 

ITIH4 

Bu genin ürünü olan peptid, plazma serin inhibitörlerinden biri olan inter-alfa-tripsin 

inhibitörünü oluşturan peptid zincirlerinden biridir. 3. kromozomun p koluna lokalizedir. 

Protein ürünü 930 amino asitten oluşan, 24 adet kodlayan ekzona sahip, yaklaşık 18 Kbp 

boyunda orta boy bir gendir (208). Mekanizması belli olmamak ile birlikte, yapılan bir 

çalışmada bu gendeki mutasyonların lipit profilini etkileyebileceği gösterilmiştir (209).  
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GHR 

Bu genin ürünü olan büyüme hormonu reseptörüne bağlanan büyüme hormonu, hücreler 

arası bir sinyal iletim yolağını aktive ederek hedef hücrede mitojenik ve anabolik tepkimeyi 

tetikleyerek büyümeye yol açar. 5. kromozomun p koluna lokalizedir. Her ne kadar yaklaşık 

300 Kbp boyu ile genom üzerindeki yerleşimi açısından büyük bir gen olsa da, 638 amino 

asit kodlayan 10 ekzonlu orta boy bir gendir (210). Gendeki mutasyonlar, otozomal 

dominant ve otozomal resesif olarak kısa boyluluk ve cücelik gibi fenotipler ile 

ilişkilendirilmekle beraber, yayınlanan bir çalışma ile gendeki mutasyonların kandaki lipit 

seviyesini etkileyebileceği gösterilmiştir (211-213). 

PPP1R17 

Şu ana kadar üzerinde çok az çalışma yapılmış ve çok az bilgiye sahip olduğumuz bu genin 

ürünü olan protein, bir protein fosfataz 1 inhibitörüdür. Nöronlarda hücre içerisine besin 

alımı ile ilgili işlevi olduğu bildirilmiştir (214). 7. kromozomun p koluna lokalizedir. Protein 

ürünü 155 amino asitten oluşan, 4 adet kodlayan ekzona sahip, yaklaşık 20 Kbp boyunda 

küçük bir gendir (215). Mekanizması belli olmamak ile birlikte, yapılan bir çalışmada bu 

gendeki mutasyonların lipit profilini etkileyebileceği gösterilmiştir (216).  

LIPA 

Lizozomal asit lipaz enzimini kodlayan gendir. 5. kromozomun p koluna lokalizedir. Protein 

ürünü 399 amino asitten oluşan, 10 adet kodlayan ekzona sahip, yaklaşık 38 Kbp boyunda 

orta boy bir gendir (217). Lizozomal asit lipaz enzimi hücre içerisinde yağ asitleri ve 

kolesterolün lizozomlardan salınmasında rol oynayan bir enzimdir. Enzimin yeterli miktarda 

olmadığı durumlarda lizozomlar içerisinde lipid birikimi olur. Sitoplazmaya yeterli miktarda 

lipid salınımı olmadığı için hücre lipid seviyelerinde düşüş olduğunu düşünüp lipit sentezi 

mekanizmalarını aktive eder. Bunun sonucunda lipidler lizozomlar içerisinde birikirken yeni 

sentezlenen lipidler kana salınarak kandaki lipid seviyelerini yükseltir (218). İki tür hastalığa 

yol açar, kolesterol ester depo hastalığı ve Wolman hastalığı.  

Wolman hastalığı enzim aktivitesini tamamen ortadan kaldıran mutasyonların her 2 allelde 

de bulunduğu, ağır klinik tablo ile seyreden ve -tıbbi müdahale ile bile- doğumdan sonra 

birkaç ay içerisinde hastanın ölmesi ile sonuçlanan çok ağır bir otozomal resesif hastalıktır. 
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Kolesterol ester depo hastalığı ise Wolman hastalığının daha hafif formudur; bu hastalık ta 

otozomal resesif kalıtım göstermekle beraber bulunan mutasyonların etkisine göre lizozomal 

asit lipaz enziminin aktivitesi tamamen ortadan kalkmamıştır. Sonuçta bulunan 

mutasyonlara ve kalan enzim aktivitesine göre değişik klinik tablo ortaya çıkabilmektedir; 

bir kısım hasta küçük yaşta belirti vererek tanı alabilmekte, ancak klinik tablosu daha hafif 

hastalar ise ailesel hiperkolesterolemi yanlış tanısı alabilmekte veya hiç tanı almadan 

yaşamlarını sürdürebilmektedir (218, 219). Aynı zamanda LIPA geninde heterozigot formda 

bulunan mutasyonların serum lipit seviyelerini arttırdığı ile ilgili bulgular da vardır (220). 

Kısacası LIPA geninde bulunan mutasyonlar, benzer klinik verebildiği için ailesel 

hiperkolseterolemi tanısı düşünülen hastalar arasında tespit edilebilmektedir. 
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3. GEREKÇE VE AMAÇ 

Hastalık tarama programları, hastalığın yayılmasının azaltılması ve/veya erken tanı ile tedavi 

verimliliğinin arttırılması amacıyla, hasta ve/veya taşıyıcı bireylerin, mevcut durumda 

semptom göstermeyen sağlıklı bireyler arasından düşük maliyet ile belirlendiği sağlık 

uygulamalarıdır. Çoğu durumda hem bireyler hem toplum hem de devletlerin sağlık 

sistemleri için son derece faydaları olan uygulamalardır. Ülkemizde ve dünyada hali hazırda, 

önemli bir kısmı enfeksiyon hastalıkları ile ilgi çok sayıda tarama yapılmaktadır. Ülkemizde 

Sağlık Bakanlığı’nın yürütmekte olduğu HPV taraması ve son dönemde yaşadığımız 

pandemi sebebi ile özel şirketlerin bile kendi imkanları ile çalışanlarına yaptırdıkları 

SARS‑CoV‑2 virüsü taramaları örnek olarak gösterilebilir. Enfeksiyon hastalıkları dışında 

kalıtsal hastalıkların taranması da hem ülkemizde hem de dünyanın çeşitli ülkelerinde 

yapılabilmektedir. Ülkemizde yetişkinlerden yapılan hemoglobinopati ve SMA tarama 

programları ve yeni doğanlardan yapılan kalıtsal hastalık tarama programları da buna örnek 

olarak verilebilir. Kalıtsal hastalıkların taraması, SMA taraması hariç, DNA seviyesinde 

yapılmamaktadır, çünkü DNA seviyesinde yapılan testler her ne kadar hassasiyeti ve 

özgüllüğü yüksek testler olsa da yüksek maliyetli oldukları için tarama mantığına uygun 

değillerdir. Genetik hastalıkların sebeplerinin en büyük çoğunluğunu oluşturan dizi 

varyasyonu mutasyonların taranması için geliştirilecek maliyet düşürücü yaklaşımların, 

hızla ilerleyen ve maliyeti düşen, yüksek hassasiyet ve özgüllüğe sahip olan DNA dizileme 

yönteminin, tarama programlarında yaygın olarak kullanılmasını kolaylaştırması 

kaçınılmazdır. 

Bu tez çalışması ile tarama programlarında sıklıkla başvurulan havuzlama yaklaşımının, çok 

boyutlu olarak NGS DNA dizileme yöntemine uygulanmasın geliştirilmesi, sınırlarının 

araştırılması ve pilot ölçekte denenmesi ile uygulanabilirliğinin gösterilmesi amaçlanmıştır. 
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4. MATERYAL VE YÖNTEM 

4.1. MATERYAL 

4.1.1. HAVUZLAMA VALİDASYONU 

Çalışmaya dahil edilen örnekler 213S147 nolu “Ülkemizde familyal hiperkolesterolemiye 

yol açan sık görülen tek gen hastalıklarının dağılımı, sık ve nadir görülen mutasyonların 

belirlenmesi, tanı ve toplum taramasına yönelik genetik test kiti geliştirilmesi.” adlı Tübitak 

1003 projesi kapsamında çalışılarak tüm LDLR geni dizilenen örnekler arasından seçilmiştir. 

Proje, Gülhane Askeri Tıp Akademisi Komutanlığı, 16 Aralık 2013 tarihli 29 nolu oturumu 

ile amaç, yöntem ve yaklaşım bakımından etik ilkelere uygun olarak değerlendirilmiştir. 

Pozitif örnekler LDLR geninin 4. ekzonunda mutasyon taşıyan örneklerden seçilmiştir; 

bunun sebebi proje sonunda LDLR geninin en fazla çeşit mutasyon içeren ekzon olduğunun 

görülmesidir (yayınlanmamış veri).  

Toplamda 506 örnek çalışmaya dahil edilmiştir. 506 örnekten 48 tanesi (%9,5) LDLR geni 

4. ekzonunda 1 adet patojenik mutasyonu heterozigot veya homozigot olarak taşıyan pozitif 

örnektir, 458 (%90,5) tanesi ise negatif örnektir (LDLR geni 4. ekzonunda patojenik 

mutasyon bulundurmamaktadır). 48 pozitif örnek toplamda 26 çeşit mutasyon içermektedir, 

bunlardan 20 tanesi heterozigot iken 6 tanesi homozigot, 2 tanesi de hem homozigot hem de 

heterozigot olarak bulunmaktadır; toplamda 28 farklı genotip bulunmaktadır. Pozitif 

örneklerden 2 farklı mutasyonu heterozigot olarak bulunduran 2 tanesi tekrarlanabilirlik 

çalışması için 4 defa kullanılmıştır; böylece kullanılan toplam örnek sayısı 512, pozitif örnek 

sayısı ise 54 (%10,5) olmuştur. Örnek olarak 213S147 nolu Tübitak projesi kapsamında 

EDTA’lı tüpe alınan periferik kan örnekleri kullanılmıştır.  

4.1.2. FAMİLYAL HİPERKOLESTEROLEMİ HASTA GRUBU 

Çalışmaya dahil edilen 320 örnek, 213S147 nolu “Ülkemizde familyal hiperkolesterolemiye 

yol açan sık görülen tek gen hastalıklarının dağılımı, sık ve nadir görülen mutasyonların 

belirlenmesi, tanı ve toplum taramasına yönelik genetik test kiti geliştirilmesi.” adlı Tübitak 

1003 projesi kapsamında toplanan örnekler arasından seçilmiştir. Bu örnekler LDLR, APOB 

ve PCSK9 geni dizilenen ve patojenik mutasyon tespit edilmeyen örneklerdir. 256 adet örnek 
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FH belirtisi olan örnek, 64 adet örnek ise FH belirtisi olmayan kontrol örneğidir. Materyal 

olarak EDTA’lı tüpe alınan periferik kan örnekleri kullanılmıştır.  

4.2. YÖNTEM  

Bu çalışma 2 ana kısımdan oluşmaktadır: havuzlama validasyonu ve FH hasta ve kontrol 

grubu için 6 gende mutasyon taranması.  

4.2.1. HAVUZLAMA VALİDASYONU 

4.2.1.1. DİZİNLERİN VE HAVUZLARIN OLUŞTURULMASI 

8x8’lik 8 adet dizin oluşturulmuş ve dizinin her bir pozisyonu 1’den 512’ye kadar 

numaralandırılmıştır. Örnekler dizin içerisine rastgele dağıtılmış; tam bir rastgeleliğin 

sağlanması için kura çekilerek dağıtım yapılmıştır. Sadece tekrarlanabilirlik çalışması için 

ayrılan 2 örneğe ait 8 pozisyon rastgele dağıtılmamış, belirli yerlere yerleştirilmiştir. 

Yerleşim sonrası dizin üzerindeki numaralar ve örnek kodları Şekil 4.1.’de gösterilmiştir; 

sarı ve turuncu olarak işaretli pozisyonlar, tekrarlanabilirlik çalışması için rastgele olmadan 

yerleştirilmiş 2 örneğe aittir. 

Örnekler hazırlanan dizine göre EDTA’lı tüplerden 8’li strip tüplerine 200 µl alınmıştır; bu 

şekilde her 8x8’lik dizin için 8 adet 0,2 ml hacimli 8’li strip tüp elde edilmiştir. Bunun 

yapılmasının sebebi havuzların pratik bir şekilde oluşturulabilmesidir.  

2 boyutlu 8’li havuzlama (2D08) için her bir 8x8’lik dizinin içerisindeki örnekler X ve Y 

düzleminde, her bir örnekten 8 kanallı pipet yardımı ile 20 şer µl alınmak sureti ile 0,2 ml 

hacimli 8’li strip tüplerde birleştirilerek, 8 örnek içeren örnek havuzları oluşturulmuştur. 

Vorteks yardımı ile iyice karıştırılmış ve her bir havuza bir kod verilmiştir. Bu şekilde her 

bir 8x8’lik dizin için 16 adet havuz, toplam 8 dizin için de 128 adet havuz oluşturulmuştur. 

İlk dizin için oluşturulan havuzlar ve havuz kodları Şekil 4.2.‘de gösterilmiştir.  

2 boyutlu 16’lı havuzlama (2D16) için 8 dizin, 4 dizin içeren 2 gruba ayrılmıştır. Her 

gruptaki 8x8’lik 4 dizin birleştirilmiş ve bu şekilde 2 adet 16x16’li dizin elde edilmiştir. 

Dizinleri X ve Y düzlemindeki bileşenleri, 2 boyutlu 8’li havuzlama için oluşturulan 8 

örneklik havuzlardan 2’sinin birleşiminden oluştuğu için, örnekler baştan tek tek 

birleştirilmemiştir; uygun olan 8 örneklik havuzlardan 10’ar µl birleştirilerek 16 örneklik 
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havuzlar meydana getirilmiştir. Bu şekilde iki adet 16x16’lı dizinden 64 adet havuz meydana 

getirilmiştir.  

2 boyutlu 24’lü havuzlama için (2D24) 9 adet 8x8’lik dizine ihtiyaç olduğu için bir havuz 

iki defa kullanılmıştır. 9 adet 8x8’lik dizinden 24x24’lü bir adet dizin elde edilmiştir. 

Havuzlar oluşturulurken uygun olan 8’li havuzlardan 10’ar µl alınarak birleştirilmiştir. 

Toplamda 24 örnek içeren 48 adet havuz oluşturulmuştur.   

 

Şekil 4.1. Oluşturulan ana dizin, örnek numaraları ve kodları 
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Şekil 4.2. İlk dizin için oluşturulan havuzlar ve havuz kodları 

2 boyutlu 32’li havuzlama (2D32) için 16 adet 8x8’lik dizine ihtiyaç olduğu için 8x8’lik 8 

adet dizin ikişer defa kullanılarak 16 adet dizin elde edilmiştir. Aynı dizinlerin X ve Y 

düzleminde aynı pozisyonlara düşememesi ve tamamen aynı havuzların oluşmamasına özen 

gösterilmiştir. Bu şekilde 32x32’li bir adet dizin oluşturulmuştur. Havuzların oluşturulması 

için yine 8’li havuzlar kullanılmıştır; uygun 8’li havuzlar 10’ar µl birleştirilerek 32’li 

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

3 boyutlu 8’li havuzların (3D08) oluşturulması için, 8 adet 8x8’lik dizin, üst üste 

yerleştirilerek bir küp biçiminde bir dizine dönüştürülmüştür. X, Y ve Z boyutlarında 64 

örneğin birleşmesi ile oluşacak havuzlar, diğer havuzlamalarda olduğu gibi uygun 8’li 

havuzun 10’ar µl birleştirilmesi ile oluşturulmuştur.  

Sonuç olarak elde edilen havuz sayısı ve havuz içindeki örnek sayısı, havuzlama biçimi 

açısından Çizelge 4.1.’de gösterilmiştir.  

Çizelge 4.1. Elde edilen dizin ve havuzlar 

Boyut 
Dizinin bir 

boyutu 

Toplam 

dizin sayısı 

Toplam 

havuz sayısı 

(328) 

Havuz 

içindeki 

örnek sayısı 

Taranan 

toplam 

örnek sayısı 

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. MOLEKÜLER ÇALIŞMA 

Havuzlama validasyonu moleküler çalışması için elde edilen havuzlardan sırası ile PCR, 

NGS ve NGS veri analizi aşamaları gerçekleştirilmiştir. 

4.2.1.2.1. PCR 

LDLR geninin 4. ekzonunun PCR amplifikasyonu için kandan direkt PCR yaklaşımı 

seçilmiştir. Bunun sebebi sadece tek PCR yapılacak olması ve toplam havuz sayısının 

yüksek olmasıdır (toplam 328 havuz); bu şekilde maliyet ve iş gücünden tasarruf edilmiştir. 

Polimeraz olarak kandan direkt PCR yapmaya uygun, inhibitörlere dirençli Phire II Hot Start 

(Thermo Fisher Inc.) DNA polimeraz enzimi kullanılmıştır. Reaksiyon koşulları Çizelge 

4.2.’de gösterilmiştir. 

Çizelge 4.2. PCR Reaksiyon koşulları 

Reaksiyon bileşeni Miktar (µl) 

dH2O 16 

5x Reaksiyon tamponu (PhireII) 5 

dNTP karışımı (her birinden 10mM) 0,5 

İleri primer (5 µM) 1 

Geri primer (5 µM) 1 

DNA Polimeraz PhireII (0,5u/µl) 0,5 

Kan 1 

Toplam 25 

5x Reaksiyon tamponu içerisinde yeteri miktarda MgCl2 (15 mM) olduğu için bu bileşenden 

fazladan eklenmemiştir. 

Primer olarak bölüm 4.2.2.1.2.’de tarif edilen primerler kullanılmıştır. 

Isıl döndürücü cihaz olarak T100 ısıl döndürücü (Biorad Inc.) kullanılmıştır. Kullanılan 

protokol Çizelge 4.3.’te gösterilmiştir. 

Çizelge 4.3. Isıl döndürücü protokolü 

Sıcaklık Süre (dk:sn) Döngü sayısı 

950C 02:00 1 

950C 00:20  

40 600C 00:20 

720C 00:40 

720C 02:00 1 

40C ∞ 1 
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PCR sonrası reaksiyonlar %2’lik agaroz jel elektroforezi ile kontrol edilmiş, başarısız 

reaksiyonlar tekrar edilmiştir. 

4.2.1.2.2. NGS 

NGS çalışması için Miseq (Illumina Inc.) platformu kullanılmıştır. Kütüphane hazırlık 

aşaması için transpozaz bazlı NexteraXT kiti (Illumina Inc.) kullanılmıştır. Başlangıç DNA 

olarak pürifiye edilmiş ve konsantrasyonları 0,5 ng/µl olarak normalize edilmiş PCR ürünleri 

kullanılmıştır. PCR ürünlerinin pürifikasyonu için filtrasyon bazlı NucleoFast 96 PCR 

pürifikasyon kiti (MACHEREY-NAGEL GmbH) kullanılmıştır. Pürifikasyon sonrası 

ürünlerin spektrofotometrik konsantrasyon tayini için Nanodrop ND1000 (Thermo Fisher 

Inc.) mikrohacim spektrofotometresi kullanılmıştır. Pürifiye edilmiş ve konsantrasyonları 

belirlenmiş PCR ürünleri dH2O ile 0,5 ng/µl ye seyreltilerek kütüphane hazırlık aşamasına 

hazır hale getirilmiştir. Daha sonra NexteraXT kiti kullanılarak kütüphane hazırlığı 

yapılmıştır. Dizileme Miseq platformunda 300V2 dizileme kartuşları kullanılarak 

gerçekleştirilmiştir. 

4.2.1.2.3. NGS VERİ ANALİZİ 

Düşük örnek sayılı havuzlar (2 boyutlu 8’li, 16’lı ve 24’lü) için ayrı, yüksek örnek sayılı 

havuzlar (2 boyutlu 32’li ve 3 boyutlu 8’li) için ayrı analiz yaklaşımları kullanılmıştır. Düşük 

örnek sayılı havuzlar için kullanılan analiz yöntemi basit, yüksek miktarda biyoinformatik 

yetkinliğine ihtiyaç duymayan ve herkesin kolayca uygulayabileceği bir yaklaşımdır. 

Yüksek örnek sayılı havuzların analizi için ise -basit yaklaşım yeterli olmadığından- daha 

kompleks bir yaklaşım seçilmiştir. 

DÜŞÜK ÖRNEK SAYILI HAVUZLAR 

Düşük örnek sayılı havuzlar (2 boyutlu 8’li ve 16’lı) için Miseq platformunda, Miseq 

Reporter yazılımı ile hg19 referans insan genomuna hizalanmış bam dosyaları, IGV 

yazılımında açılarak gözle analiz yapılmıştır. Havuzlanmış örneklerin analizi için gerekli 

olan yüksek hassasiyet, allel frekans eşik değeri 0,02’ye ayarlanarak sağlanmıştır. IGV’de 

MAF (minör allel frekansı) 0,02’den yüksek varyasyon olan noktalar pozitif olarak kabul 

edilmiştir. Pozitif sonuçlar beklenen genotipler tablosu ile karşılaştırılarak havuzlamanın 

başarısı incelenmiştir.  
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YÜKSEK ÖRNEK SAYILI HAVUZLAR 

Yüksek örnek sayılı havuzlarda (2 boyutlu 24’lü, 2 boyutlu 32’li ve 3 boyutlu 8’li) 0,02 allel 

frekans eşik değeri yeterli olmadığı için eşik değerini 0,02’nin altına düşürmek 

gerekmektedir. Ancak 0,02’nin altındaki eşik değerlerinde çok fazla okuma hatası kaynaklı 

yalancı pozitif sonuç çıkmaktadır. Bu sebeple bu havuzların analizinde bu amaç için 

geliştirilmiş hazır algoritmalar kullanılmıştır. 

Veri 2 farklı algoritma ile analiz edilmiştir: GATK HaplotypeCaller ve GATK Mutect2 

(221). GATK HaplotypeCaller ile yapılan varyant çağırma süreçlerinde havuz içerisindeki 

toplam kromozom sayısı dikkate alınarak –ploidy parametresi buna göre şekillendirilmiştir. 

GATK Mutect2 algoritmasında ise veri 10, 20 ve 30 Phred skorlarına göre filtrelenerek 

varyantların çağrılması gerçekleştirilmiştir; bu şekilde 3 farklı eşik değeri kullanılarak 3 adet 

sonuç elde edilmiştir.  

GATK HaplotypeCaller analizi ile beraber elde edilen toplamda 4 adet sonuç 

değerlendirilmiştir. GATK HaplotypeCaller analizinin çok fazla sayıda yalancı pozitif 

ürettiği görülmüştür.  GATK Mutect2 algoritmasında ise yalancı pozitif oranının beklendiği 

üzere Phred skoru eşik değeri yükseldikçe düştüğü, ancak yine yükselen Phred skoru eşik 

değeri ile birlikte hassasiyetin de azaldığı görülmüştür. En ideal sonucun GATK Mutect2 ve 

Phred skoru 20 olan analiz olduğu görülerek analizlerin tamamı bu sonuçlar ile yapılmıştır; 

algoritma sonucunda üretilen vcf dosyaları IGV yazılımında açılarak analiz 

gerçekleştirilmiştir. 

4.2.2. FAMİLYAL HİPERKOLESTEROLEMİ HASTA GRUBU 

Familyal hiperkolesterolemi hasta grubu mutasyon taraması çalışması için 2 boyutlu 8’li 

havuz yaklaşımı seçilmiştir. 

4.2.2.1. DİZİNLERİN VE HAVUZLARIN OLUŞTURULMASI 

Seçilen 256 adet FH belirtisi olan örnek (örnek kodları L001-L256 arası), 8x8’lik 4 adet 

dizin içerisine dağıtılmıştır. 64 adet kontrol örneğinden (örnek kodları L257-L320 arası) ise 

1 adet 8x8’lik dizin oluşturularak toplam 5 adet 8x8’lik dizin elde edilmiştir. Dizin 

içerisindeki örnekler X ve Y düzleminde, her bir örnekten 8 kanallı pipet yardımı ile 25’er 
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µl alınmak sureti ile 0,2 ml hacimli 8’li strip tüplerde birleştirilerek, 8 örnek içeren toplam 

200 µl hacimli örnek havuzları oluşturulmuştur. Vorteks yardımı ile iyice karıştırılmıştır ve 

her bir havuza bir kod verilmiştir. Bu şekilde her bir 8x8’lik dizin için 16 adet havuz, toplam 

5 dizin için de 80 adet havuz oluşturulmuştur. İlk 64 örneğin oluşturduğu dizin için 

oluşturulan havuzlar ve havuz kodları Şekil 4.3.‘te gösterilmiştir.  

 

Şekil 4.3. İlk 64 örnek için oluşturulan havuzlar ve havuz kodları 

4.2.2.2. MOLEKÜLER ÇALIŞMA 

Familyal hiperkolesterolemi hasta grubu mutasyon taraması moleküler çalışması için elde 

edilen havuzlardan sırası ile DNA izolasyonu, PCR, NGS ve NGS veri analizi aşamaları 

gerçekleştirilmiştir. 

4.2.2.2.1. DNA İZOLASYONU 

Örnek sayısının az, örnek başına kurulacak PCR sayısının fazla olması sebebiyle validasyon 

çalışmasında olduğu gibi kandan direkt PCR yaklaşımı yerine, kanlardan DNA izolasyonu 

gerçekleştirilip, sonraki basamaklara izole edilmiş kanlar ile devam edilmesi yaklaşımı 

tercih edilmiştir.  
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Kandan DNA izolasyonları, havuzlardan elde edilen 200 µl kan ve QIAamp DNA Mini Kit 

(Qiagen GmbH) kullanılarak gerçekleştirilmiştir. Elde edilen izolatlar -200C’de muhafaza 

edilmiştir. 

4.2.2.2.2. PCR 

6 genin toplamda 59 kodlayan ekzonu bulunmaktadır. Tüm kodlayan bölge ile birlikte 

ekzon-intron kesişim bölgererinden en az 20’şer bazı kapsayacak şekilde toplamda 36 adet 

PCR reaksiyonu için 36 çift primer tasarlanmıştır (LIPA için 9, LDLRAP1 için 6, APOA2 

için 1, ITIH4 için 8, GHR için 8 ve PPP1R17 için 4 çift). Tasarım için hg38 referans insan 

genomu ve Primer Designer V2.0 (Scientific & Educational Softwarre) yazılımı 

kullanılmıştır. Amplikon boyları 234 bp ile 2.100 bp arasında değişmektedir. Primerlerin 

dizileri ve elde edilen amplikonların boyları EK 1’de verilmiştir. 

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

koşulları Çizelge 4.4.’te gösterilmiştir. 

Çizelge 4.4. PCR Reaksiyon koşulları 

Reaksiyon bileşeni Miktar (µl) 

dH2O 15,8 

5x Reaksiyon tamponu (MyTaq) 5 

İleri primer (5 µM) 1 

Geri primer (5 µM) 1 

DNA Polimeraz PhireII (0,2u/µl) 0,2 

DNA 2 

Toplam 25 

5x Reaksiyon tamponu içerisinde yeteri miktarda MgCl2 (15 mM) ve dNTP karışımı (her 

birinden 5 mM) olduğu için bu bileşenlerden fazladan eklenmemiştir. 

Isıl döndürücü cihaz olarak T100 ısıl döndürücü (Biorad Inc.) kullanılmıştır. Kullanılan 

protokol Çizelge 4.5.’te gösterilmiştir. 

PCR sonrası reaksiyonlar %2’lik agaroz jel elektroforezi ile kontrol edilmiş, başarısız 

reaksiyonlar tekrar edilmiştir. Her havuza ait başarılı reaksiyonlar birleştirilerek, havuza ait 

tüm amplikonların tek bir tüpte toplanması sağlanmıştır. Birleştirme sırasında her 

amplikonun karışım içinde kabaca eşit miktarda temsil edilmesi için reaksiyon verimliliği 

ve amplikon boyları göz önünde bulundurulmuştur; zayıf amplifikasyon gösteren ve boyu 
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daha büyük olan PCR ürünlerinden daha fazla alınarak karışım oluşturulmuştur. Bu şekilde 

toplam 80 havuzun her biri için, içinde 6 gene ait kodlayan bölge ve ekzon-intron kesişim 

noktalarının PCR amplikonlarını içeren 80 adet PCR havuzu oluşturulmuştur. 

Çizelge 4.5. Isıl döndürücü protokolü 

Sıcaklık Süre (dk:sn) Döngü sayısı 

950C 10:00 1 

950C 00:45  

45 600C 00:45 

720C 00:45 

720C 10:00 1 

40C ∞ 1 

4.2.2.2.3. NGS 

NGS çalışması için bölüm 4.2.1.2.2. tarif edilen yöntemin aynısı kullanılmıştır. 

4.2.2.2.4. NGS VERİ ANALİZİ 

NGS analizinde, bölüm 4.2.1.2.3.’te tarif edilen, düşük örnek sayılı havuzlar için yapılan 

analizi yaklaşımı kullanılmıştır; Miseq platformunda, Miseq Reporter yazılımı ile hg19 

referans insan genomuna hizalanmış bam dosyaları, IGV yazılımında açılarak gözle analiz 

yapılmıştır. Havuzlanmış örneklerin analizi için gerekli olan yüksek hassasiyet, allel frekans 

eşik değeri 0,02’ye ayarlanarak sağlanmıştır (Şekil 4.4.).  

IGV de 0,02 ve daha yüksek MAF’lı olarak belirlenen noktalar pozitif olarak kabul 

edilmiştir. Pozitif noktalardaki bulunan değişikliğin popülasyon allel frekansı, 1000 Genome 

Projesi (222) faz3 verilerine göre şayet 0,02’nin üzerindeyse, değişiklik yaygın bir 

polimorfizm olarak değerlendirilerek çalışma dışı bırakılmıştır. Popülasyon allel frekansı 

0,02 ve altında olan değişiklikler ise mutasyon olarak değerlendirilmiş ve pozitif olarak 

değerlendirilen havuzlar dizin tablosuna işlenmiştir. 
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Şekil 4.4. Örnek IGV analizi 

POZİTİF ÖRNEKLERİN TESPİTİ İÇİN ÖRNEK SEÇİMİ 

X ve Y düzlemlerinden alınan pozitif sonuçlara göre pozitifliklerin kesiştiği nokta veya 

noktalarda bulunan örnekler, hem doğrulanma hem de zigozitenin belirlenmesi için 

seçilmiştir. Örnek olarak LX4-8 ve LY4-4 havuzlarında, LIPA geninin 7. ekzonunda I252L 

mutasyonu tespit edildiği için, L252 nolu örnek tek başına LIPA geni 7. ekzonunun 

dizlenemesi için seçilmiştir (Şekil 4.5.). 

Birden fazla aynı mutasyon için pozitif örnek barındıran havuzlarda, hangi örneklerin pozitif 

olduğunu tespit etmek için birden fazla kesişim noktasının dizilenmesi gerekmektedir. 

Mesela LDLRAP1 geninde R238W mutasyonunun LX1-4, LX1-6, LY1-2 ve LY1-4 

havuzlarında tespit edilmesi sonucunda, her ne kadar gerçekte bu durum 2 örneğin pozitif 

olmasından kaynaklansa da (L028 ve L042) bunun ortaya çıkartılabilmesi için kesişim 
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noktalarında bulunan 4 örneğin de (L026, L028, L042 ve L044) dizilenmesi gerekmektedir 

(Şekil 4.6.).  

 

Şekil 4.5. L252 nolu örneğin doğrulanma ve zigozite belirlenmesi için seçimi 

 

Şekil 4.6. L026, L028, L042 ve L044 nolu örneklerin doğrulanma ve zigozite belirlenmesi 

için seçimi 
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Kısacası aynı mutasyonun tespit edildiği bütün havuzların dizin içindeki bütün kesişim 

noktalarındaki örnekler, bir sonraki aşama için seçilmiştir. 

4.2.2.3. POZİTİF ÖRNEKLERİN TESPİTİ 

Havuzların çalışılması sonucunda belirlenen pozitif havuzlara göre seçilen örneklerin sadece 

mutasyonu taşıyan amplikonları teker teker dizilenerek pozitif örnekler tespit edilmiş, 

doğrulanmış ve zigoziteleri belirlenmiştir.  

Yöntem olarak -üç noktada farklılık ile birlikte- havuzlama validasyonu çalışması için 

4.2.1.’de tarif edilen yöntem kullanılmıştır. Birinci farklılık dizin oluşturma; havuzlama 

validasyonunda çalışılan materyal örnek havuzları iken pozitif örneklerin tespitinde örnekler 

teker teker çalışılmıştır. İkinci farklılık çalışılan bölge; havuzlama validasyonunda sadece 

LDLR geninin 4. ekzonu dizilenirken pozitif örneklerin tespitinde her bir örnek için hangi 

genin hangi ekzonunda/ekzonlarında pozitiflik tespit edilmişse o amplikon dizilenmiştir, bu 

sebeple PCR için bölüm 4.2.2.1.2.’de tarif edilen yöntem kullanılmıştır. Üçüncü farklılık ise 

analiz; havuzlama validasyonunda havuzlama sonucunda gereken hassasiyet artırımı için 

0,02 ye düşürülen allel frekans eşik değeri pozitif örneklerin tespitinde sadece 

heterozigot/homozigot ayrımı için yeterli olan 0,2 de tutulmuştur. 
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5. ARAŞTIRMA BULGULARI 

5.1. HAVUZLAMA VALİDASYONU 

5.1.1. JEL ELEKTROFOREZİ 

LDLR geni 4. ekzon için yapılan PCR’ların agaroz jel elektroforezi sonunda elde edilen 

örnek jel görüntüsü Şekil 5.1.’de gösterilmiştir; örnek jelde 48 adet PCR ürünü 100 bp’lik 

DNA merdiveni ile yürütülmüştür.  

 

Şekil 5.1. Havuzlama çalışması örnek jel görüntüsü 

5.1.2. NGS VERİ ANALİZİ 

Analiz sonrası tespit edilen pozitif havuzların ve bilinen örnek genotiplerinin dizin tablosuna 

işlenmiştir. Dizin tablosunda genotipi bilinen pozitif örnekler kırmızı çerçeveye alınmıştır; 

üst kısma bilinen genotip, alt kısma da X ve Y boyutlarında tespit edilen mutasyon 

yazılmıştır. Aynı dizin içine birden fazla anı mutasyona sahip örnek düşmesi durumunda 

oluşan kesişim noktaları birden fazla olduğundan, sadece 2D08 ve 2D16 grupları için alt 

hücrelerin hepsine mutasyon isimleri yazılmamış, bunun yerine mutasyonlar renk kodları ile 

belirtilmiştir. Diğer gruplar için -kesişim noktalarının sayısı çok fazla olduğundan- böyle bir 

renk kodu yapılmamıştır. Tekrarlanabilirlik çalışması için rastgele dağıtılmayıp belirli yerler 
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yerleştirilen örnekler ise tabloda sarı ve turuncu olarak işaretlenmiştir. Her 2 boyutun birinde 

dahi tespit edilemeyen örnekler kırmızı olarak işaretlenmiştir 

5.1.2.1. 2D08 

2D08 çalışması için hazırlanan dizin tablosu EK 2‘de gösterilmiştir.  

Çalışma ile ilgili istatistikler Çizelge 5.1.‘de verilmiştir. 

Çizelge 5.1. 2D08 analiz istatistikleri 

Toplam örnek  512 

Toplam havuz 128 

Pozitif havuz 74 

Pozitif örnek 54 

Tespit edilen pozitif örnek 54 (%100) 

Yapılması gereken dizileme 512 

Yapılan 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 çalışması sonucunda, havuzlama yaklaşımı kullanılmadan yapılması gereken dizileme 

sayısının %38’i yapılarak pozitif örneklerin %100’ü tespit edilebilmiştir.  
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5.1.2.2. 2D16 

2D16 çalışması için hazırlanan dizin tablosu EK 3‘te gösterilmiştir.  

Çalışma ile ilgili istatistikler Çizelge 5.2.‘de verilmiştir. 

Çizelge 5.2. 2D16 analiz istatistikleri 

Toplam örnek  512 

Toplam havuz 64 

Pozitif havuz 55 

Pozitif örnek 54 

Tespit edilen pozitif örnek (2 boyuttan en az birinde) 53 (%98) 

Tespit edilen pozitif örnek (2 boyutta da) 51 (%94) 

Yapılması gereken dizileme 512 

Yapılan 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 çalışması sonucunda, havuzlama yaklaşımı kullanılmadan yapılması gereken dizileme 

sayısının %34’ü yapılarak pozitif örneklerin %94’ü tespit edilebilmiştir. 
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5.1.2.3. 2D24 

2D24 çalışması için hazırlanan dizin tablosu EK 4‘te gösterilmiştir.  

Çalışma ile ilgili istatistikler Çizelge 5.3.‘te verilmiştir. 

Çizelge 5.3. 2D24 analiz istatistikleri 

Toplam örnek  576 

Toplam havuz 48 

Pozitif havuz 47 

Pozitif örnek 62 

Tespit edilen pozitif örnek (2 boyuttan en az birinde) 59 (%95) 

Tespit edilen pozitif örnek (2 boyutta da) 47 (%76) 

Maksimum kapsam (filtre sonrası) 5168 

Minimum kapsam (filtre sonrası) 624 

Ortalama kapsam (filtre sonrası) 2456 

Maksimum MAF (homozigot) 0,087 

Maksimum MAF (heterozigot) 0,067 

Minimum MAF 0,004 

Ortalama MAF 0,033 

Tespit edilen yalancı pozitif, X ekseni 11 

Tespit edilen yalancı pozitif, Y ekseni 15 

Tespit edilen yalancı pozitif, X-Y eksenleri ortak 0 

2D24 çalışması sonucunda, havuzlama yaklaşımı kullanılarak yapılması gereken dizileme 

sayısı, hassasiyetin düşük ve dizin içindeki pozitif örnekler -tarama testinde olmaması 

gerekecek kadar- fazla olması sebebi ile hesaplanmamıştır. Pozitif örneklerin %76’sı tespit 

edilebilmiştir. 
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5.1.2.4. 2D32 

2D32 çalışması için hazırlanan dizin tablosu EK 5‘te gösterilmiştir 

Çalışma ile ilgili istatistikler Çizelge 5.4.‘te verilmiştir. 

Çizelge 5.4. 2D32 analiz istatistikleri 

Toplam örnek  1024 

Toplam havuz 64 

Pozitif havuz 64 

Pozitif örnek 108 

Tespit edilen pozitif örnek (2 boyuttan en az birinde) 90 (%83) 

Tespit edilen pozitif örnek (2 boyutta da) 30 (%28) 

Toplam heterozigot örnek 94 

Toplam homozigot örnek 14 

Toplam tespit edilen heterozigot örnek 20 (%21) 

Toplam tespit edilen homozigot örnek 10 (%71) 

Maksimum kapsam (filtre sonrası) 6609 

Minimum kapsam (filtre sonrası) 1467 

Ortalama kapsam (filtre sonrası) 3688 

Maksimum MAF (homozigot) 0,058 

Maksimum MAF (heterozigot) 0,041 

Minimum MAF 0,003 

Ortalama MAF 0,028 

Tespit edilen yalancı pozitif, X ekseni 23 

Tespit edilen yalancı pozitif, Y ekseni 19 

Tespit edilen yalancı pozitif, X-Y eksenleri ortak 0 

2D32 çalışması sonucunda, havuzlama yaklaşımı kullanılarak yapılması gereken dizileme 

sayısı, hassasiyetin düşük ve dizin içindeki pozitif örnekler -tarama testinde olmaması 

gerekecek kadar- fazla olması sebebi ile hesaplanmamıştır. Pozitif örneklerin %21’i tespit 

edilebilmiştir. 
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5.1.2.5. 3D08 

3D08 çalışması için hazırlanan havuzlar 64 örnekten ve 128 allelden oluştuğundan dolayı 

elde edilen sonuçlarda bu seviyede bir analiz yapabilmek için çok az gerçek pozitif ve çok 

fazla yalancı pozitif olduğu görülmüş ve analiz yapılmamıştır. 

5.1.2.6. TEKRARLANABİLİRLİK ÇALIŞMASI 

Çalışmada tekrarlanabilirlik çalışması için 2 örnek rastgele dağıtılmamış, 4’er belirli 

pozisyona olacak şekilde toplamda 8 pozisyona yerleştirilmiştir. 2D32 çalışmasında çok 

fazla tespit edilemeyen mutasyon olduğu için (13/32) tekrarlanabilirlik çalışmasından 

çıkartılmıştır. Elde edilen dizileme verisindeki allel frekansları EK 6’da verilmiştir. 

5.2. FAMİLYAL HİPERKOLESTEROLEMİ HASTA GRUBU 

5.2.1. JEL ELEKTROFOREZİ 

FH hasta grubu için yapılan PCR’ların agaroz jel elektroforezi sonunda elde edilen örnek jel 

görüntüsü Şekil 5.2.’de gösterilmiştir; tek bir havuz için yapılan 36 adet PCR ürünü 100 

bp’lik DNA merdiveni ile yürütülmüştür.  

 

Şekil 5.2. FH hasta gurubu çalışması örnek jel görüntüsü 
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5.2.2. NGS VERİ ANALİZİ 

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

frekansları EK 7’de verilmiştir. Analize ait istatistikler Çizelge 5.5.’te gösterilmiştir. 

Çizelge 5.5. FH hasta grubu NGS veri analizi istatistikler 

Toplam hasta sayısı 256 

Toplam kontrol sayısı 64 

Toplam örnek sayısı 320 

Gen sayısı 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, APOA2 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 çeşidi 40 

Toplam mutasyon çeşidi, LIPA 2 (%5) 

Toplam mutasyon çeşidi, LDLRAP1 10 (%25) 

Toplam mutasyon çeşidi, APOA2 0 (%0) 

Toplam mutasyon çeşidi, ITIH4 18 (%45) 

Toplam mutasyon çeşidi, GHR 9 (%23) 

Toplam mutasyon çeşidi, PPP1R17 1 (%2) 

Tespit edilen toplamda 40 çeşit mutasyon, genomik pozisyonları, dbSNP veritabanı kodları, 

1000 Genom Projesi faz 3 verilerine göre popülasyon frekansları ve ClinVar veri tabanına 

göre klinik önemleri EK 8’de gösterilmiştir. 

5.2.3. POZİTİF ÖRNEKLERİN TESPİTİ 

NGS analizi sonucunda seçilen 111 örnekten yapılan pozitiflik tespiti, doğrulama ve zigozite 

belirleme çalışmasına ait istatistikler Çizelge 5.6.’da verilmiştir. 
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Çizelge 5.6. Pozitif örneklerin tespiti çalışması istatistikleri 

Seçilen örnek sayısı 111 

Çalışılan toplam bölge 134 

Pozitif bulunan örnek 75 

Toplam mutasyon 89 

Heterozigot mutasyon 63 

Homozigot mutasyon 26 

FH hasta grubuna ait toplam 4 adet 8x8’lik dizinin sonuçları Şekil 5.3. ile  Şekil 5.6. arasında 

gösterilmiştir. Kontrol grubuna ait 1 adet 8x8’lik dizinin sonuçları ise Şekil 5.7.’de 

gösterilmiştir. Pozitif örnekler ve taşıdıkları mutasyonlara ait hücreler renkli işaretlenerek 

belirtilmiştir. İşaretli olmayan ancak sağ üst kısımlarında kırmızı belirteç taşıyan örnekler 

çalışma sonunda mutasyonu taşımadığı tespit edilen örneklerdir. Birden fazla renk ile 

işaretlenmiş örnekler farklı genlerinde birden fazla mutasyon tespit edilmiş örneklerdir. 

 

Şekil 5.3. FH hasta gurubu 1. 8x8’lik dizin çalışması sonuçları 
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Şekil 5.4. FH hasta gurubu 2. 8x8’lik dizin çalışması sonuçları 

 

Şekil 5.5. FH hasta gurubu 3. 8x8’lik dizin çalışması sonuçları 
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Şekil 5.6. FH hasta gurubu 4. 8x8’lik dizin çalışması sonuçları 

 

Şekil 5.7. Kontrol gurubu 8x8’lik dizin çalışması sonuçları 
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Tespit edilen 89 adet genotip ve örnek sayıları Çizelge 5.7.’de verilmiştir. 

Çizelge 5.7. Genotipler ve örnek sayıları 

 Gen  Mutasyon  Zigozite Adet  

LDLRAP1 Q136X homozigot 19 

LDLRAP1 R238W heterozigot 14 

LIPA I252L heterozigot 5 

GHR R179C heterozigot 3 

ITIH4 E332K heterozigot 3 

LDLRAP1 S202H heterozigot 3 

GHR R229H heterozigot 2 

GHR V499M heterozigot 2 

ITIH4 G249R heterozigot 2 

ITIH4 P919P heterozigot 2 

LDLRAP1 E217X heterozigot 2 

LDLRAP1 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 

ITIH4 D87D heterozigot 1 

ITIH4 D892D heterozigot 1 

ITIH4 E392E heterozigot 1 

ITIH4 G418S heterozigot 1 

ITIH4 IVS12+5G>A heterozigot 1 

ITIH4 L150L heterozigot 1 

ITIH4 M358I heterozigot 1 

ITIH4 N333N heterozigot 1 

ITIH4 R56X heterozigot 1 

ITIH4 R689C heterozigot 1 

ITIH4 T586T heterozigot 1 

ITIH4 T832M heterozigot 1 

ITIH4 T896T heterozigot 1 

ITIH4 V327L heterozigot 1 

ITIH4 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 örnekler ve genotipleri EK 9’da verilmiştir. 

Çalışma sonunda 320 örneğin 6 geni taranmış ve 75 örnekte toplamda 89 adet mutasyon 

tespit edilmiştir. Çalışma havuzlama yaklaşımı kullanılmadan yapılmış olsaydı 320 örnek 

için toplamda 11.520 adet amplikonun dizilenmesi gerekirken, havuzlama yaklaşımı 

sayesinde 80 havuzun taranması için 2.880 ve havuzlar içindeki pozitif örneklerin tespiti için 

134 olacak şekilde toplamda 3.014 amplikon dizileme ile, toplamda dizilenmesi gereken 

amplikonun sadece %26’sı yapılarak çalışma tamamlanabilmiştir. 
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6. TARTIŞMA VE SONUÇ 

6.1. TARTIŞMA 

6.1.1. DNA DİZİLEME 

DNA dizileme, teknolojinin çok hızlı geliştiği son 50 yıl içerisinde ilk önce keşfedilmiş, 

daha sonra teknolojinin bu hızına ayak uydurarak son derece hızlı gelişmiş ve günümüzdeki 

halini almıştır. İlk keşfedildiği yıllarda “insan genomu mutlaka bir gün dizilenecek, ancak 

bu yüz yıl, belki de bin yıl sürecek” şeklinde düşünen bazı araştırmacılara inat, yaklaşık 25 

yıl sonra İnsan Genom Projesi’nin ilk ayağı tamamlanmış, yaklaşık 45 yıl sonra ise de 

telomerden-telomere tüm insan genomun kesintisiz dizilimi tamamlanabilmiştir (223). Bu 

hızlı gelişimin sebebi, 1. nesil olarak kabul edilen Sanger dizileme ve 2. nesil olan NGS 

dizilemenin kendi içlerinde logaritmik olarak gelişmesi ve bir teknolojiden diğer teknolojiye 

geçilirken gerçekleşen sıçrama ile logaritmik gelişmenin de ötesine geçilmesi ile mümkün 

olmuştur. 2. nesil hala logaritmik olarak ilerlemeye devam etmektedir, 3. nesil ise gelişmeye 

devam etse de diğer ikisine göre daha yavaş gelişmektedir ve görünüşe göre etkisi 1. ve 2. 

nesil kadar dramatik olmayacaktır. 

NGS dizileme, özellikle insan genetik hastalıklarının tanımlanması, anlaşılması, önlenmesi, 

tedavi olanaklarının geliştirilmesi vb. alanlarda geçmişte hayal dahi edilemeyecek bir etkide 

bulunarak insanlığa çok büyük bir katkı sağlamıştır. Kısa bir süre öncesine kadar pahalı ve 

zor olan genetik çalışmalara ait kaynakların insan için sadece hastalar ve hastalıklar için 

kullanılmasının gerektiği, bu kaynakların sağlıklı insanlar üzerinde çalışma yapılmamasını 

gerektirecek kadar kıymetli olduğunu düşünen bir çok araştırmacının fikri, NGS dizilemenin 

işleri çok daha ucuz, kolay, hızlı ve ulaşılabilir hale getirmesi sebebi ile hızla değişmiştir ve 

değişmektedir. Bu bağlamda son yıllarda artan nutrigenetik, sporcu genetiği vb. hastalık 

odağında olmayan çalışmalar dışında, her ne kadar hastalık odaklı olsa da hasta odaklı 

olmayan kalıtsal hastalık taşıyıcı tespiti çalışmaları da hem yaygınlaşmış hem de insanların 

hizmetine sunulmaya başlanmıştır; birçok merkez özellikle yeni evlenen veya evlenmeyi 

düşünen sağlıklı çiftler için geniş kapsamlı taşıyıcılık tarama testlerini insanların hizmetine 

sunmaya başlamışlardır. Her ne kadar bu tip testler çoğu birey tarafından karşılanabilecek 

maliyetlerde olsa da geniş kapsamlı popülasyon taşıyıcılık tarama programları için hala çok 

pahalı testlerdir. Bu noktada havuzlama yaklaşımı ile birleştirilen NGS dizileme 
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teknolojisinin yakın gelecekte bu maliyet problemini çözerek, geniş kapsamlı toplum 

taramalarının devletler tarafından geniş kitleler üzerinde uygulanmasına olanak sağlayarak 

taşıyıcı bireylerin tespit edilmesine ve hastalıkların oluşmadan önce engellenmesine olanak 

sağlayacağı öngörülebilir.  

6.1.2. HAVUZLAMA VALİDASYONU ÇALIŞMASI 

Bu çalışma ile havuzlama yaklaşımı ve NGS dizileme teknolojisinin beraber 

kullanılabilirliği gösterilerek sınırlarının belirlenmesi amaçlanmıştır. Bunda kısmen başarılı 

olunmuştur; her ne kadar daha önce genotiplendirilmiş çok sayıda örnek kullanılarak yapılan 

çalışma sonucunda güvenli tarama çalışmaları yapılabileceği gösterilmiş olsa da sınırları 

konusunda ancak kaba bir fikir elde edilebilmiştir. Çalışma sonunda 8’li havuzlar 

oluşturmanın hassasiyeti çok yüksek olarak değerlendirilmiş (%100), 16’lı havuzlar 

oluşturmanın hassasiyeti çok yüksek olarak bulunmasa da (%94 - %98) yine de bir tarama 

çalışması için kabul edilebilir seviyede olduğu sonucuna varılmış, 24’lü havuzlar 

oluşturmanın düşük hassasiyet (%95 - %76) ve yüksek yalancı pozitif sonuç vermesi sebebi 

ile fayda ve zarar değerlendirilmesi çok iyi yapılmak sureti ile ancak kullanılabileceği 

sonucuna varılmış, 32’li ve daha yüksek havuzlar oluşturmanın ise, hassasiyetin tarama 

çalışması için bile olsa kabul edilebilir bir seviyede olmadığı (<%71) için tamamen 

mantıksız olduğu sonucuna varılmıştır.  

Kısacası bu sonuca göre 8-16’lı havuzlar üzerine çıkmamak gerekmektedir. Ancak bu 

çalışma yüksek hassasiyet oluşturacak koşullar sağlanarak yapılan bir çalışma olmak yerine; 

NGS teknolojisine sahip herhangi bir laboratuvarın gerçekleştirebileceği şekilde basit, hızlı, 

düşük çalışma ve tasarım maliyetli olacak şekilde tasarlanmış bir çalışmadır. Bu sebeple 

teknolojinin sınırını 8-16’lı havuzlama şeklinde düşünmek çok yanlış olacaktır; bir takım 

geliştirme ve çalışmaya eklenen bazı yaklaşımlar ile elde edilebilecek çok daha hassas bir 

çalışma sayesinde, çok daha yüksek sayıda havuzlar oluşturularak güvenle tarama yapmak 

mümkündür. Bu çalışmanın hassasiyetini düşürdüğü düşünülen sebepler, yapılabilecek 

geliştirmeler ve sürece eklenebilecek yaklaşımlar bu çalışmada tercih edilmeme sebepleri ile 

birlikte aşağıda tartışılmıştır.   
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6.1.2.1. DAHA DENGELİ HAVUZLARIN OLUŞTURMASI 

Havuzlamanın başarısının arttırılması için ön koşul dengeli havuzların oluşturulması, yani 

havuzlar içindeki tüm örneklerin eşit miktarda temsil edilmesidir. Şayet bu sağlanamazsa 

bundan sonraki aşamalar hassasiyeti ne kadar arttıracak önlemler içerse de başarı düşük 

olacaktır; havuzlar içinde az miktarda temsil edilen pozitif örneklerin tespit edilme şansı 

düşük olacaktır.  

Genetik çalışmalar için iki seviyede havuz oluşturma yapılabilir; kan veya DNA izolatı. En 

dengeli havuzlar DNA’ları aynı yöntem ile izole edilip, nitelik ve nicelik olarak 

değerlendirilen örneklerin karıştırılması ile oluşturulabilir; nitelikleri benzer olan örnekler 

birbiri ile karıştırılacak şekilde ve nicelikleri göz önünde bulundurularak karıştırılırsa çok 

dengeli havuzlar oluşturmak mümkündür. Ancak bu hem maliyeti hem de iş gücünü arttırıcı 

bir faktördür; bu durumda her örnekten DNA izolasyonu yapılıp, bir de DNA izolatlarının 

hem nicelik hem de nitelik olarak değerlendirilmesi gerekmektedir. Bu da bir tarama testinde 

olması gereken pratiklik ve düşük maliyet özelliğine aykırıdır. Bu sebeple -her ne kadar bir 

miktar denge problemi oluştursa da- tarama amaçlı genetik bir havuzlama çalışmasında 

örneklerin kan seviyesinde karıştırılarak havuzların oluşturulmasının daha uygun olacağı 

düşünülebilir (DNA seviyesinde karıştırmak yerine kan seviyesinde karıştırıp, oluşacak 

dengesizliğin telafisi için daha düşük örnek içeren havuzlama yaklaşımı kullanmak çoğu 

zaman çok daha verimli olacaktır).  

Kanların karıştırılması noktasında dikkat edilebilecek ve/veya yapılabilecek şeyler vardır. 

Mesela farklı koşullarda saklanmış/muamele edilmiş kanların karıştırılmaması (eski kanlar 

ile yeni kanların veya dondurulmuş kanlar ile dondurulmamış kanların karıştırılmaması gibi) 

veya taze kanların beyaz küre sayımı yapılarak ve örneklerin havuz içindeki miktarlarının, 

kandaki DNA’nın nerdeyse tamamını oluşturan beyaz küre sayımlarına göre ayarlandığı bir 

havuz oluşturma metodu kullanılabilir. Beyaz küre sayımı da maliyeti arttırıcı bir etken 

olmakla beraber, DNA izolasyonu ile birlikte DNA nicelik ve nitelik tayinine göre daha ucuz 

ve pratik bir yöntemdir.  

Çalışmada şayet sadece DNA’nın izole edilmesi ancak nitelik ve nicelik açısından 

değerlendirilmemesi planlanıyorsa, bunun yerine kan seviyesinde karıştırma yapmak daha 

uygundur; çünkü kan örnekleri (özellikle aynı şekilde saklanmış/muamele edilmiş ise) DNA 
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izolatlarına göre çok daha standarttır. Sağlıklı bir bireyde kandaki beyaz küre miktarı 

mikrolitre başına 4-10 x 104 seviyesindedir ve çoğu durumda iki sağlıklı bireyin beyaz küre 

miktarları arasında çok az fark vardır (yapılan bir çalışmada 34 binden fazla sağlıklı bireyin 

beyaz küre ortalaması 5,6 x 104 ve standart sapma 1,4 x 104 olarak bulunmuştur, yani sadece 

%25’lik bir standart sapma vardır (224)). Ancak DNA izole edildiği zaman örnekler 

arasındaki nicelik ve nitelik farkları daha fazla açılabilmektedir; bu sebeple şayet DNA 

izolatları kullanılacaksa mutlaka nicelik ve nitelik tayini yapılmalı, şayet ikisi birden 

yapılamıyorsa nicelik tayini mutlaka yapılıp karıştırılacak örnekler ve karıştırma miktarları 

ona göre belirlenmelidir. 

Validasyon çalışmasında (FH grubu hasta çalışmasında da aynı şekilde) pratiklik ve düşük 

maliyete daha fazla önem verildiği için DNA izolatları kullanılması hiç düşünülmemiştir. 

Ancak bu tez çalışmasında kullanılan örneklerin tamamı yaklaşık 2 yıllık bir süre içerisinde 

toplanmış ve havuzlar örnekler toplandıktan yaklaşık 3 yıl sonra oluşturulmuş olduğu için 

örnekler arasında ciddi bir fark oluşmuştur. Bu süre zarfında kan örneklerinin oda 

sıcaklığında saklanmış olması da bu farkı daha fazla açan bir etken olmuş olabilir. Şayet 

bunun yerine çok daha benzer koşullarda saklanmış kan örnekleri (mümkünse taze kan 

örnekleri) kullanılmış olsaydı daha dengeli havuzların oluşturulabileceği ve bulunan 

hassasiyetin daha yüksek olabileceği düşünülmektedir. 

6.1.2.2. PCR 

PCR yönteminin 1985 yılında geliştirilmesi, moleküler genetik alanındaki en önemli dönüm 

noktalarından biridir. Genomik DNA’yı -çok büyük bir molekül olduğu için- yüksek kopya 

sayılarında elde etmek mümkün değildir; 1 mol insan haploid genomu yaklaşık 1 milyon 

tondur (300 m’lik 4-5 adet yük gemisinin toplam ağırlığı). Bu da Genomik DNA’dan yapılan 

çalışmaların çok az sayıda molekülden yapılma sorununu beraberinde getirmektedir. Bu 

soruna PCR yöntemi çok ideal bir çözüm getirmiştir; PCR genomik DNA’nın sadece 

ilgilenilen bölge veya bölgelerinin kopya sayısını milyonlarca/milyarlarca arttırarak 

yapılacak tespiti çok daha kolay hale getirmektedir. Keşfedildiği ilk yıllardan itibaren hızla 

yaygınlaşmıştır ve günümüzde içerisinde PCR veya PCR benzeri bir aşama olmayan 

moleküler genetik bir çalışma neredeyse hiç kalmamıştır. 
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PCR’ın avantajları çok fazla olmasına rağmen dezavantajlar da vardır. Bu dezavantajlar 

aşağıda tartışılmıştır. 

6.1.2.2.1. POLİMERAZ HATALARI 

DNA polimeraz enzimleri az da olsa hata yapabilmektedir; yani DNA replikasyonu sırasında 

olmaması gereken bir nükleotidi olmaması gereken bir yere ekleyebilmektedir. Bu hata 

oranları her ne kadar polimerzdan polimeraza ve reaksiyon koşullarına göre değişiklik 

gösterse de genel olarak 10-6 ile 10-4 arasında bir değerdedir (225); yani DNA polimeraz 

enzimleri yaklaşık olarak 10 bin ile 1 milyonda 1 nükleotidi yanlış ekleyebilmektedirler. Bu 

oran çok az olmasına rağmen genomik DNA’nın içermiş olduğu nükleotid sayısı göz önüne 

alındığı zaman aslında çok yüksektir. Ancak hücre içinde bulunan DNA tamir 

mekanizmaları bu tip DNA polimeraz hatalarının tamamına yakınını tespit edip düzeltir; bu 

şekilde hata oranı 10-9 seviyelerine kadar düşürülmüş olur (226).  

Hücre dışı reaksiyon ortamlarında DNA tamir mekanizmaları olmadığı için DNA polimeraz 

kaynaklı hatalar direkt olarak sonuca yansıyabilmektedir. Her ne kadar 10 binde 1 hata hala 

çok düşük bir oran gibi görünse de (%0,01) aslında böyle değildir; çünkü bir öndeki döngüde 

yeni oluşturulan DNA zincirinin bir sonraki döngüde kalıp olarak kullanıldığı zincirleme 

reaksiyon mantığına göre yapılan hatalar da döngüler boyunca birikerek artar. Bu şekilde 

biriken hatalar sonucunda kullanılan polimeraz enziminin özelliğine ve reaksiyon 

koşullarına göre hata oranı 10-2 veya daha yüksek seviyelere bile çıkabilmektedir. Sadece 

PCR kaynaklı hata oranı bu kadar yüksek olan bir çalışmada ise havuzlama yaklaşımını 

kullanmak mümkün değildir. 

PCR sırasında oluşan polimeraz hatalarını minimuma indirmek için yapılacak iki temel şey 

vardır; hata oranı düşük, hata düzetme özelliğine sahip (İng. proofreading) DNA polimeraz 

enzimi kullanmak ve hataların birikmesini engelleme amaçlı olarak düşük döngü sayısına 

sahip ısıl döndürücü protokolleri kullanmak. 

Validasyon çalışmasında pratiklik ve maliyet göz önünde bulundurulduğu için DNA 

izolasyonu olmadan kandan direkt PCR yapılmıştır. Ancak kandan direkt PCR yapabilmek 

için bu amaç için özel olarak geliştirilmiş, tam kan içerisinde bulunan ve PCR’ı engelleyen 

inhibitörlere dayanıklı bir DNA polimeraz enzimi kullanılması gerekmektedir; ki bu 
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enzimlerden de çok fazla yoktur, seçenek azdır. Çalışmada kullanılan ve kandan direkt PCR 

yapmaya uygun bir DNA polimeraz olan Phrire II DNA polimeraz enziminin de hata 

düzeltme özelliği yoktur. Şayet kandan direkt PCR yapılmasaydı hata düzeltme özelliğine 

sahip bir DNA polimeraz enzimi seçilerek hassasiyet seviyeleri arttırılabilirdi.  

6.1.2.2.2. ALLEL DROP-OUT 

PCR’ın bir dezavantajı da allel drop-out olabilmesi, yani PCR reaksiyon karışımı içerisine 

eklenen kalıp DNA’daki bir allelin, PCR sonunda elde edilen amplikonlar içerisinde hiç 

bulunmaması veya oransal olarak daha az bir oranda temsil edilmesi durumudur (227). PCR 

bir zincirleme reaksiyon olduğu için başlangıç durumundaki küçük farklılıkların reaksiyon 

sonucunda büyük farklara dönüşmesi potansiyelini barındırmaktadır. Genomik DNA’nın 

PCR ile amplifiye edilecek bölgesi farklı allellerde birbirine çok benzese de farklı allelerin 

en az bir noktasında farklılık bulunur (yoksa zaten farklı allel olmazlardı). Bu farklılık her 

ne kadar küçük olsa da bazı allellerin verimli bir şekilde amplifiye olmasını engelleyerek 

reaksiyon sonucunda tespit limitlerinin altında kalacak şekilde azalmasına sebep olabilir. 

Allel drop-out riskini minimize etmek için bazı önlemler alınabilse de (iyi bir primer 

tasarımı, ilerleyiciliği (İng. processivity) yüksek bir DNA polimeraz kullanmak, daha düşük 

döngü sayısına sahip ısıl döndürücü protokolü kullanmak vb.) bu riski tamamen ortadan 

kaldırmak mümkün değildir. 

Validasyon çalışmasında primer tasarımı kısmında özen gösterilmiş ve ilerleyiciliği yüksek 

bir DNA polimeraz enzimi kullanılmıştır. Ancak amplikon dizileme yaklaşımı seçildiği için 

kullanılan toplam PCR döngü sayısı yüksektir. Allel drop-out etkisini incelemek başlı balıba 

ayrı bir çalışma olduğu için bu çalışma içerisine dahil edilmemiştir, bu sebeple etkisinin olup 

olmadığını söylemek zordur. Ancak özellikle yüksek örnek içeren havuzlardaki hassasiyet 

düşüşünün bir kısmının sebebi bu olabilir.  

6.1.2.2.3. KONTAMİNASYON 

PCR’ın bir diğer dezavantajı da yüksek kontaminasyon riski içermesidir. Bu da aynı allel 

drop-out dezavantajında olduğu gibi PCR’ın zincirleme reaksiyon olmasından 

kaynaklanmaktadır; başlangıçta veya reaksiyon sırasında reaksiyon içerisine giren bir 

kontaminasyon kaynağı, zincirleme reaksiyon mantığı ile reaksiyon sırasında yüksek 

miktarda amplifiye edileceği için, reaksiyon sonunda oluşan amplikonların çalışmayı 
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etkileyecek bir kısmının veya tamamının kontaminasyon kaynaklı olma ihtimali vardır 

(228).  

PCR kontaminasyonunun -her ne kadar tek sebebi olmasa da- en büyük sebebi daha önceki 

PCR’lar sonucu üretilmiş olan amplikonlardır; amplikonlar PCR sırasında 

milyonlarca/milyarlarca kopya üretildikleri ve aynı zamanda PCR reaksiyonunda kalıp 

olarak kullanıldıkları için, daha önce tamamlanmış bir PCR reaksiyonunun çok çok küçük 

bir kısmı dahi tamamlanmamış başka bir reaksiyonun içerisine bir şekilde girse, reaksiyonu 

tamamen kontamine etmesi işten bile değildir.  

Yoğunluklu olarak PCR yapılan bir ortam kontamine olarak kabul edilir. Oluşan amplikonlar 

buharlaşamayacak kadar büyük moleküllerdir (buharlaşacak enerjiye ulaşana kadar çoktan 

parçalanırlar) ancak DNA tozayabilir; herhangi bir yere sıçrayan ve kuruyan PCR 

ürünündeki amplikonlar zaman içerisinde oluşan hava akımları ile birlikte koparak havaya 

karışarak bir nevi amplikon tozu oluştururlar. PCR reaksiyonlarının mikropipet ile bir yerden 

bir yere aktarılması esnasında oluşabilen mikrovesiküller de aynı şekilde havada amplikon 

tozu oluştururlar. Şayet dikkat edilmezse ve yeterli önlemler alınmazsa bu amplikon tozları 

hava yolu ile veya kişiler/malzemeler yolu ile reaksiyon kurulan ortama girip sonra 

kurulacak olan PCR reaksiyonlarını kontamine etmesi işten bile değildir. 

PCR kontaminasyonu riskini minimize etmenin en önemli yolu moleküler genetik çalışmaya 

uygun olarak tasarlanmış bir laboratuvarda, özenli, titiz ve kurallara uyarak çalışmaktan 

geçer. Düşük döngü sayılı ısıl döndürücü protokoller kullanılmasının da kontaminasyon 

riskinin azaltılmasında faydası vardır. Aynı zamanda mümkün olan durumlarda mutlaka 

PCR reaskiyonu sırasında negatif (kalıp DNA olmayan) kontrol reaksiyonu kurularak genel 

bir kontaminasyon problemi olup olmadığı rutin olarak görüntülenmelidir.  

PCR kontaminasyonu riskini azaltma amaçlı geliştirilmiş bir yaklaşım vardır; bu yaklaşımda 

PCR sırasında nükleotidlerden timin nükleotidinin (dTTP) urasil nükleotidi (dUTP) ile 

değiştirilmesi sonucu amplikonlar içeresinde tamamen veya kısmen urasil bulunması ve 

yapılacak yeni reaksiyonların urasil DNA glikozilaz (UDG) enzimi (veya urasil nükleotid 

glikozilaz enzimi, UNG) ile muamele edilmesi prensibi kullanılmaktadır (229). UDG enzimi 

urasil bazını DNA zincirinden kopartarak reaksiyon içerisinde bulunması muhtemel 

amplikon konataminasyon kaynaklarının kalıp olarak kullanılmasını engellerken, kalıp 
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DNA üzerinde urasil olmadığı için kalıp DNA’nın amplifiye olmasını engellemez. 

Faydalarına rağmen UDG kullanımının da dezavantajları vardır. Öncelikle her DNA 

polimeraz dUTP’yi uzayan DNA zincirine verimli olarak ekleyememekte, bu sebeple UDG 

yaklaşımı kullanılacak çalışmalarda DNA polimeraz enzimi seçenekleri azalmaktadır. Aynı 

zamanda UDG kullanımı maliyeti arttırmaktadır. Bazı çalışmalarda ise PCR sonrasında 

amplikonlar içerisinde uracil bulunması, çalışmanın sonraki basamaklarını 

zorlaştırmaktadır. Bu sebepler ile her çalışmada UDG yaklaşımı tercih edilmemektedir; en 

çok tercih edildiği alan, çalışılan örnekler arasında çok fazla fark bulunan, dolayısıyla çok 

ufak bir kontaminasyonun bile sonucu çok ciddi bir şekilde etkileyebileceği ve dinamik 

aralığın çok yüksek olmasının gerektiği çalışmalardan olan patojen tespit ve kopya sayısı 

belirleme çalışmalarıdır.  

Her türlü önlem alınmış olsa dahi PCR’da kontaminasyon riski her zaman için vardır. Amaç 

PCR kontaminasyon riskini imkansız olan sıfıra indirmek değil, bu riski en ideal bir şekilde 

yönetebilmektir. 

Validasyon çalışması uygun bir laboratuvarda ve titiz olarak yapılayak kontaminasyon riski 

azaltılmıştır. Aynı zamanda kurulan negatif kontrol PCR reaksiyonlarında herhangi bir 

amplifikasyon olmadığı için PCR kontaminasyonunun bu çalışmada negatif bir etkisi 

olmadığı düşünülmektedir. Ancak amplikon dizileme yaklaşımının seçilmiş olması sebebi 

ile mevcut risk bir miktar daha yüksektir; hassasiyetin düşük çıktığı yüksek örnek içeren 

havuzlama kısmında kontaminasyonun etkisi olmuş olabilir.  

6.1.2.2.4. PCR ÖZET 

PCR, yöntem olarak genetik çalışmaların çok büyük bir problemine çözüm olmuş çok güçlü 

bir yöntemdir ve günümüzde moleküler genetiğin vazgeçilmez araçlarından biridir.   Ancak 

beraberinde getirdiği yukarıda bahsedilen dezavantajlar sebebi ile dikkatli kullanılmalı, bu 

dikkat miktarı da yapılacak çalışmanın gerektirdiği hassasiyet ve özgüllüğün miktarı ile 

birlikte orantılı olarak arttırılmalıdır.  

PCR’sız NGS kütüphane hazırlama kitleri geliştirilmiş olsa da bu kitlerin bir kısmı 2-3 

döngü gibi az miktarda olsa da PCR aşaması içermektedir. Hiç PCR aşaması içermeyen 

kitlerin bir kısmı da kütüphane hazırlığı sonrası klonal amplifikasyonu aşamasında PCR’a 
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tabi tutulmaktadır. Tamamen PCR’sız bir çalışma mümkün olmak ile birlikte her çalışmayı 

bu şekilde yapmak mümkün değildir; tamamen PCR’sız çalışmalarda hem yüksek nicelik ve 

nitelikte DNA gereksinimi olmakta hem de günümüzde küçük hedefli çalışmaları bu 

yaklaşım ile yapmak mümkün olmamaktadır. Kısacası PCR’dan tamamen kaçmak çok 

zordur, birçok durumda mümkün değildir. Ancak yine de çalışmanın başından sonuna kadar 

ne kadar az sayıda toplam döngü PCR yapılıyorsa PCR kaynaklı hatalar o derecede az 

olacaktır.  

Validasyon çalışmasında (ve FH hasta grubu çalışmasında) dizilenecek hedef küçük olduğu 

için amplikon dizileme yaklaşımı seçilmiştir, bu sebep ile toplamda düşük döngü sayılı bir 

çalışma elde etmek mümkün olmamaktadır. Döngü sayısı olarak 40 döngülü bir ısıl 

döndürücü protokolü kullanılmıştır, örnek hazırlama ve klonal amplifikasyon aşamalarında 

ise toplamda yaklaşık 25 döngü daha olması sebebiyle toplamda yaklaşık 65 döngü PCR 

yapılmıştır. Örnek hazırlama ve klonal amplifikasyon aşamaları için yapılabilecek bir şey 

olmamak ile beraber iyi bir PCR optimizasyon ile 40 döngülü kandan direkt yapılan PCR 

35, belki 30 döngü civarlarına düşürülebilirdi. Ancak bu kadar az miktardaki bir düşüşün en 

sonunda elde edilen hassasiyeti çok ta değiştirmeyeceği düşünülmektedir. 

Havuzlama yaklaşımının genetik çalışmalarda kullanılması doğal olarak testin hassasiyet ve 

özgüllüğünün yüksek olmasını gerektirdiği için PCR’dan tamamen kaçılamasa da 

çalışmadaki toplam döngü sayısı mümkün olduğunca azaltılarak daha yüksek hassasiyet 

seviyesi elde etmek ve daha yüksek örnek içeren havuzlar kullanılan çalışmalar yapmak 

mümkündür. 

6.1.2.3. UMI 

UMI (İng. Unique Molecular Identifier) veya Benzersiz Moleküler Tanımlayıcı, hassasiyetin 

artırılması için kullanılan bir adaptör modifikasyonu yöntemidir. UMI dizileri, adaptör 

moleküllerinin dizilenecek DNA ya bağlandığı noktaya eklenen genellikle 6-16 bp’lik 

rastgele dizilerdir. Kuramsal temeller kısmı, sayfa 17’de işlenmiştir. UMI yaklaşımını 

kullanmak, DNA polimeraz kaynaklı okuma hatalarını büyük ölçüde elimine ettiği için 

hassasiyeti arttırmaktadır. UMI yaklaşımı sayesinde hata oranı yaklaşık 100 kat 

düşürülebilmekte ve hassasiyet te bu şekilde 100 kat artarak %0,01 seviyelerine kadar 

arttırılabilmektedir (230, 231). 
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Validasyon çalışmasında UMI yaklaşımı kullanılmamıştır. Bunun sebebi UMI yaklaşımının 

maliyet olarak yüksek olması ve analiz olarak ta daha kompleks olmasıdır; bunun yerine 

basit ve düşük maliyetli bir yaklaşım seçilerek bu yaklaşım ile neler yapılabileceği üzerine 

odaklanılmıştır. Aynı zamanda çalışma yaklaşımı olarak amplikon dizileme seçildiği için 

UMI yaklaşımı kullanılmış olsaydı dahi ilk PCR aşamasında oluşan DNA polimeraz 

hatalarını elimine etmek mümkün olmayacaktı, UMI yaklaşımı kısmi bir iyileşmeye sebep 

olacaktı.  

Amplikon dizileme olmayan bir yöntem ile birlikte kullanılan UMI yaklaşımı sayesinde elde 

edilebilen %0,01 (10.000’de 1) hassasiyet, kolayca birkaç yüz örnekten oluşan havuzların 

oluşturulabilmesine olanak verebilecektir; teorik olarak birkaç bin örnekli havuzların bile 

oluşturulabilmesi mümkün olacaktır. 

6.1.2.4. DÜŞÜK HATA ORANINA SAHİP NGS VEYA 3. NESİL DİZİLEME 

Dizileme sonucunda elde edilen okumalar içerisinde hatalı olan okumalar, kütüphane 

hazırlık aşaması ve öncesinde meydana gelebileceği gibi, cihazda dizilenirken de meydana 

gelebilir. Mevcut NGS sistemleri (ve 3. nesil sistemler) farklı teknolojiler kullandıkları için 

hata oranları da birbirinden farklı olabilmektedir. Bazı sistemlerin hata oranı belirgin bir 

şekilde düşük olsa da, en yaygın olarak kullanılan sistemlerin hata oranları birbirine 

benzemektedir ve Phred kalite skorlama yöntemine göre 40 veya daha az skor ile 

gösterilirler. Phred skoru 30-40 arasında olan okumalar çok kaliteli olarak değerlendirilir; 

okuma sonucu yanlış baz olma ihtimali 1.000’de 1 ‘den daha küçüktür. Ancak dizileme 

içerisinde daha düşük Q skorlarına sahip okumalar da olabilir. Bu düşük kalitede okumalar 

hassasiyet açısından sorun oluştururlar; hata oranı ne kadar yüksekse o noktadaki hassasiyet 

te o kadar azalmış olur. Rastgele oluşan düşük kalitedeki okumalar, bu çalışmada da olduğu 

gibi Q skoru filtresi kullanılarak elimine edilebilirler. Ancak sistematik olan düşük kaliteli 

okumaların (örneğin GC oranı yüksekliği gibi diziye özgü bazı durumlar, bazı noktalarda 

kalitenin düşmesine yol açabilmektedir) olduğu durumlarda Q skoru filtresi de sadece bir 

miktar işe yarayabilmektedir. Kısacası kaliteli okuma elde etmek her zaman için bir 

avantajdır. 

Mevcut yaygın kullanılan sistemlerin her ne kadar kalite skorları benzer olsa da, yeni 

geliştirilen ve kalite açısından değerlendirildiği zaman maksimum Q skoru olarak 40’ın 
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yeterli olmadığı, okumaların çoğunluğunun kalitesinin Q40’tan fazla olduğu teknolojiler de 

geliştirilmeye başlanmıştır (232, 233). Yakın gelecekte hata oranı çok daha düşük 

teknolojilerin geliştirilmesi de muhtemeldir.  

Validasyon çalışmasında Illumina firmasının Miseq sistemi kullanılmıştır ve Miseq 

sisteminin Phred skorlaması maksimum 40’tır. Havuzlama yaklaşımının kullanılacağı DNA 

dizileme temelli bir tarama çalışmasında daha yüksek Phred skorlarına çıkabilen bir 

platformun tercih edilmesi, çalışmanın hassasiyetini de arttıracaktır.  

6.1.2.5. ANALİZ ALGORİTMALARI 

Çalışmada iki farklı analiz yaklaşımı kullanılmıştır; düşük örnek sayılı havuzlar için basit ve 

manüel bir analiz yaklaşımı, yüksek örnek sayılı havuzlar için somatik mutasyon tespit için 

geliştirilmiş hazır bir algoritma. Yüksek hassasiyet oranlarına çıkabilmek için iki yöntem de 

yeterli değildir. Her ne kadar somatik mutasyon tespiti için geliştirilen yazılımın amacı 

düşük oranlı mutasyonların keşfi olsa ve bu sebeple bu çalışma için uygun gibi görünse de; 

daha kapsamlı ve sadece bu amaç için üretilmiş, analizi yaparken sadece o havuzu değil, 

aynı boyuttaki ve diğer boyuttaki diğer havuzları da beraber değerlendirip pozitif örnekleri 

direkt tespit edebilen, UMI yaklaşımı ile uyumlu, yapay zeka ve makine öğrenmesi ile 

desteklenmiş bir yazılım ile çok daha hassas analizlerin yapılması ve havuz başına çok daha 

fazla örneğin karıştırılması mümkün olabilir. Yaklaşık 20 yıllık NGS serüveninde elde 

edilen geliştirmelerin bir kısmı işin kimya/reaksiyon aşamalarındaki geliştirmelerden 

kaynaklanırken, yazılım teknolojisindeki geliştirmelerin katkısı göz ardı edilemez; aynı 

verinin daha gelişmiş algoritmalar ile analiz edilmesi sonucunda çok daha uzun ve düşük 

hata oranına sahip DNA dizileme elde etmek mümkün olabilmektedir. Aynı şekilde çok 

boyutlu havuzlar içinde nadir mutasyonları taşıyan bireylerin tespiti için özel olarak 

geliştirilecek algoritmaların da süreç içindeki pozitif etkisini mutlaka olacağı 

düşünülmektedir. 
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6.1.3. FAMİLYAL HİPERKOLESTEROLEMİ HASTA GRUBU ÇALIŞMASI 

Çalışmada toplam 256 hasta ve 64 kontrol örneğinde 6 genin taraması gerçekleştirilmiştir. 

6.1.3.1. HAVUZLAMA 

Havuzlama yaklaşımı olarak validasyon çalışmasında %100 başarılı olarak tespit edilen 2 

boyutlu 8x8’lik dizinler kullanılmıştır.  

Havuzlar oluşturulurken 213S147 nolu Tübitak 1003 projesi kapsamında toplanan 

örneklerden uygun olanlar, sırası ile oluşturulan dizinlere eklenmiştir. Sıra ile eklenmesi bir 

uygunsuzluk oluşturmuştur; örnekler Türkiye çapında merkezlerden genelde gruplar halinde 

geldiği için Tübitak projesindeki sıraları rastgele değildi, örnekler dizinlere Tübitak 

projesindeki sıra ile eklenince de örnekler dizinlere rastgele olarak dağılmamış oldu. Bunun 

sonucunda da özellikle ilk iki 8x8’lik dizin içerisine Hatay-Adana yöresinden gelen ve bu 

bölgede yaygın olarak görüldüğü açığa çıkartılmış olan Q136X patojenik mutasyonuna sahip 

hastalardan olması gerekenden fazla düşmüş oldu (ilk gruba 14 adet, ikinci gruba 4 adet, 

diğer 2 hasta grubuna ise toplamda 1 adet). Özellikle ilk gruba düşen 14 adet pozitif örnek 

çok daha büyük problem çıkartabilirdi, ancak pozitif örneklerin 2 grup halinde arka arkaya 

nerdeyse mükemmel bir şekilde sıralanması sonucunda X ekseninde pozitif çıkan havuz 

sayısı sadece 3 olmuş ve 14 örneğin tespiti için sadece 21 örneğin teker teker dizilenmesi 

yetmiştir. Şayet örnekler bu şekilde sıralanmamış olsalardı, 2 boyutta tespit edilen pozitif 

havuzların kombinasyonlarından dolayı dizin içindeki örneklerin tamamının teker teker 

dizilenmesi bile gerekebilirdi. Yapılması gereken şey bu çalışma planlanırken Tübitak 

projesindeki örneklerin rastgele olmadığı ve havuz oluşturmada problem çıkarabileceği 

öngörülüp, aynı validasyon çalışmasında olduğu gibi örneklerin dizinler içerisine kura ile 

rastgele dağıtılmasının sağlanmasıydı. Buradan çıkartılabilecek sonuç: rastgelelik 

havuzlama yaklaşımı için çok önemlidir. 

6.1.3.2. TESPİT EDİLEN MUTASYONLAR 

Çalışılan 6 genden sadece bir tanesi FH ile direkt bağlantılıdır: otozomal resesif kalıtım 

gösteren LDLRAP1 geni. Bu sebep ile çalışma sonunda hasta grubu içerisinde bu gende 

homozigot patojenik mutasyon taşıyan bireylerden bulunması bekleniyordu ve öyle de oldu. 

Ancak bulunan homozigot örnek sayısı beklenenden fazla çıktı (toplam 24 homozigot örnek, 
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toplam hasta grubu örnek sayısının %9’u). Bunun sebebi de yine Hatay-Adana bölgesinden 

gelen ve Q136X mutasyonu homozigot taşıyan hastaların grup halinde çalışma içerisine 

girmiş olmasıdır (toplam 19 Q136X homozigot örnek, toplam hasta grubu örnek sayısının 

%7,4’ü). Bu 24 örneğin beklendiği gibi LDL-C değerleri çok yüksektir (ilk tanı ortalaması 

494 mg/dl, n=14; örnek alım ortalaması 395 mg/dl, n=23; tüm hasta grubu ilk tanı ortalaması 

274 mg/dl, n=103; tüm hasta grubu örnek alım ortalaması 240 mg/dl, n=211). Bu 24 örneğin 

14’ü için (%59) akraba evliliği var bilgisi varken, 8 tanesi için (%33) akraba evliliği yok 

bilgisi vardır, 2’si için (%8) ise herhangi bir bilgi yoktur. Bu örneklerin tamamı için olmasa 

da tamamına yakınında akraba evliliği öyküsü bulunması beklenirken %33’ünde akraba 

evliliği yok bilgisinin olması beklenmeyen bir sonuç olmuştur. Bu noktada verinin hatalı 

olduğu düşünülmektedir; form doldurulurken yanlış doldurulmuş veya aslında akraba 

evliliği öyküsü olmasına rağmen bunun hasta tarafından bilinmemesi veya sadece yakın 

akrabalık ilişkisinin kastedildiğinin düşünülmesi sonucunda yanlış beyanda bulunulmuşmuş 

olabilir.  

LDLRAP1 geninde heterozigot mutasyon tespit edilen 15 örneğin LDL-C seviyelerinde ise 

bir arış gözlemlenmemiştir (ilk tanı ortalaması 250 mg/dl, n=5; örnek alım ortalaması 231 

mg/dl, n=13). Ancak bu 15 örnek içinde dikkat çeken iki örnek vardır; LDL-C seviyeleri 

örnek alım sırasında 344 mg/dl ve 390 mg/dl olan ve stop kodonuna sahip mutasyonları 

(Q86X ve E217X) taşıyan örnekler. Bu örneklerin LDL-C seviyeleri normal olamayacak 

kadar yüksektir ve homozigot mutasyon taşıyan örnekler civarındadır. Mutasyonları stop 

kodonu olduğu için patojenitelerinde soru işareti de yoktur. Akraba evliliği durumu 

bulunmadığı bilgisi olan bu örneklerde muhtemel olarak tespit edilemeyen bir mutasyon 

daha vardır; amplikon dizileme ile tespit edilemeyecek olan heterozigot büyük 

insertsiyon/delesyon veya derin intronik mutasyon bulunma ihtimali yüksektir. Taramadan 

kaçmış bir mutasyon olma ihtimali de vardır ancak bu ihtimal daha düşüktür, çünkü 

heterozigot bulunan mutasyonların oranın 0,08-0,11 arasında olması havuzlama aşaması ile 

ilgili bir problem olmadığını düşündürmektedir. Yine de kontaminasyon veya allel drop-out 

sebebi ile bu iki örnekte bulunan haterozigot mutasyonların taramada tespit edilememiş olma 

ihtimali az da olsa vardır. 

LDLRAP1 geni dışında homozigot mutasyon tespit edilen bir gen olmamıştır.  
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LIPA geninde homozigot mutasyon bulunan bireylerin lipid profili FH ile karışabileceği için 

hasta grubu içerisinde LIPA geninde homozigot mutasyon bulunduran bireylerin de tespit 

edilmesi beklenmekteydi, ancak böyle olmadı. Bunun sebebi LIPA geni mutasyonlarının 

daha nadir olması ve/veya LIPA genindeki homozigot mutasyonların önemli bir kısmının 

FH kliniği ile karışmayacak kadar farklı olan Wolman hastalığına yol açması olabilir. LIPA 

genindeki heterozigot mutasyonların da FH’ye benzer bir klinik oluşturabileceğine yönelik 

mevcut bir yayına (220) binaen hasta grubu içinde anlamlı miktarda LIPA geni heterozigot 

mutasyon taşıyan hasta olabileceği düşünülmüştü, ancak bu şekilde bir sonuç ta elde 

edilemedi. LIPA geninde heterozigot mutasyon tespit edilen toplamda 6 hastanın 3’ünde 

LDLRAP1 geninde homozigot mutasyon tespit edildiği için LIPA geninden elde edilen 

sonuç anlamsızlaşmış oldu. Geri kalan 3 hastanın 1’inin LDL-C mikarı LIPA genindeki 

heterozigot bir mutasyon ile açıklanamayacak kadar yüksek (örnek alım değeri 388 mg/dl) 

olması sebebi ile, bu hastanın klinik durumuna sebep olan başka bir mutasyonun olması daha 

muhtemeldir (bu mutasyon LIPA geninde de olabilir). Geriye kalan 2 hastanın 1’inin lipit 

profili ile ilgili bir bilgi mevcut değildir. Kalan son hastanın LDL-C seviyesi ise (241 mg/dl) 

her ne kadar yüksek olsa da heterozigot bir mutasyon ile açıklanabilecek seviyededir. Ancak 

bu hastada heterozigot olarak tespit edilen I252L mutasyonunun klinik sınıflaması -her ne 

kadar bazı çalışmalarda belirsiz olarak sınıflandırılmış olsa da- çoğunluk olarak iyimser (İng. 

benign) veya iyimsere yakın (İng. likely benign) olarak değerlendirildiği ve simülasyon 

analizlerinde de iyimser olarak göründüğü için patojenik olma ihtimali çok düşüktür; bu 

hastanın da mevcut kliniğinin başka bir mutasyon sebebi ile olmuş olması ihtimali çok daha 

yüksektir. Özet olarak bu çalışmada LIPA geni heterozigot mutasyonlarının FH benzeri bir 

klinik oluşturabileceğine dair bir bulgu elde edilememiştir. 

LDLRAP1 dışındaki diğer genlerde bulunan heterozigot mutasyonların FH kliniği ile ilgili 

net bir ilişkisi yoktur, bildirilen ilişki sadece yatkınlık oluşturabilecekleri ve/veya modifiye 

etkileri olabilecekleri yönündedir. Hatta çalışmaya başlandığı tarihte FH’ye yatkınlık 

oluşturabileceği yönünde OMIM’de fenotip ilişkisi görünen ITIH4 geninin bu ilişkisi 

çalışmanın tamamlandığı tarihlerde OMIM veri tabanından kaldırılmış durumdadır. Şayet 

hasta grubunda bu genlerden herhangi biri için homozigot bir mutasyon tespit edilmiş 

olsaydı o zaman bu homozigot genotip ile FH’nin bir ilişkisi olabileceği düşünülebilirdi, 

ancak herhangi bir homozigot mutasyona rastlanmadı. LDLRAP1 dışındaki genler için hasta 

grubunda toplamda 256 örnek içinde 30 adet (%12) heterozigotluk tespit edilirken kontrol 
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grubundaki 64 örnekte 11 adet (%17) heterozigotluk tespit edilmiştir. Bunun sonucunda da 

LDLRAP1 geni dışındaki diğer genlerde bulunan heterozigot değişikliklerin FH kliniği 

oluşturacağına dair bir bulgu elde edilemedi sonucuna varılabilir. 

Tübitak projesi kapsamında hastalardan toplanan klinik bilgiler içinde LDL-C parametresi 

için iki farklı değer vardır: ilk tanı ve örnek alım seviyeleri. İlk tanı, hastaya ilk tanısı 

koyulduğu ve tedavisi başlamadan önceki değerdir. Örnek alım değeri ise proje için örnek 

alınması sırasında ölçülen LDL-C değeridir. İlk tanı seviyesi daha önemlidir, çünkü ilk 

tanıdan sonra tedavi süreci başladığı için LDL-C değerleri de düşmektedir. Ancak örnek 

alım LDL-C seviyesi değeri daha fazla hasta için toplanabildiği için onun da avantajı vardır. 

Değişik hasta grupları için ortalama LDL-C değerleri Çizelge 6.1.’de özetlenmiştir. 

Çizelge 6.1. Değişik hasta grupları için ortalama LDL-C değerleri 

  

İlk tanı LDL-C 

değeri  

(mg/dl) 

Örnek alım LDL-C 

değeri  

(mg/dl) 

Tüm hasta grubu 

n=256 

274 

n=103 

240 

n=211 

LDLRAP1 geni homozigot 

mutasyon tespit edilen 

n=24 

494 

n=14 

395 

n=23 

LDLRAP1 geni heterozigot 

mutasyon tespit edilen 

n=15 

250 

n=5 

231 

n=13 

Herhangi bir geninde sadece 

heterozigot mutasyon tespit edilen 

n=35 

216 

n=13 

226 

n=29 

Herhangi bir mutasyon tespit 

edilmeyen 

n=197 

244 

n=76 

220 

n=159 

Çalışma grubu içerisinde örnek alım tarihindeki LDL-C seviyesi bilgisi olan 211 hastanın 

38’inin LDL-C seviyesi 300 mg/dl ve üzerindedir. Bunlardan 18’inde (%47) homozigot, 

5’inde (%13) ise heterozigot mutasyon tespit edilmiştir. Geri kalan 15’inde (%40) ise 

herhangi bir mutasyon tespit edilememiştir. 5 adet heterozigot mutasyon tespit edilen 

hastanın 2’sinin mutasyonu LDLRAP1 genindedir ve klinik durumları gende tespit 

edilememiş muhtemel başka bir mutasyon ile açıklanabilir (Q86X ve E217X mutasyonlarını 

heterozigot olarak taşıyan hastalar). Geri kalan genlerinde heterozigotluk tespit edilen 3 

hasta ile beraber 15 adet mutasyon tespit edilmeyen, toplamda 18 adet hastanın (%47) LDL-
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C seviyeleri çok yüksek olmalarına rağmen kliniklerini açıklayacak herhangi bir genotip 

tespit edilememiştir. Bu örneklerin LDL-C seviyeleri çok yüksek olduğu için mutlaka bir 

mutasyona sahip oldukları ve bu mutasyonun da homozigot olma ihtimalinin yüksek olduğu 

düşünülebilir. Bu hastalarda havuzlama ile tarama yaklaşımı ile tespit edilemeyecek olan 

büyük insertsiyon/delesyon mutasyonları olabilir. Veya bu hastaların bir kısmında Tübitak 

projesi kapsamında çalışılan LDLR, APOB ve PCSK9 genlerinde bir mutasyonu olup, 

çalışma esnasında yanlış genotiplendirilmiş olabilirler. Bir başka ihtimal yüksek LDL-C 

seviyelerine yol açan ve bu çalışma ve Tübitak projesi kapsamında çalışılan toplamda 9 

genden başka bir genlerinde mutasyon olmasıdır. Son olarak örnekler arasında klinik 

bilgileri yanlış kaydedilmiş, aslında LDL-C seviyeleri belirtilen kadar yüksek olmayan 

örnekler olmuş olabilir.  

İnsan hastalıklarının moleküler genetik çalışmalarında çok yaygın olarak kullanılan iki 

terim, mutasyon ve polimorfizm terimleridir. Bu terimlerin kelime anlamlarına bakacak 

olursak polimorfizm çoklu form/yapı/morfoloji anlamına gelirken mutasyon ise DNA 

üzerinde bir hata sonucu oluşmuş herhangi bir değişiklik anlamına gelmektedir. Ancak bu 

terimler insan genetik hastalıkları alanında kullanılırken ilginç bir şekilde tam tersi olmasa 

da tersine yakın anlamlarda kullanılmaktadır: mutasyon DNA üzerindeki herhangi bir 

değişiklik değil, nadir görülen ve çoğunlukla morfolojiyi -olumsuz yönde olmak koşulu ile- 

etkileyerek çoklu morfoloji oluşturabilen anlamında kullanılırken; polimorfizm ise 

morfolojiyi değiştirip çoklu morfolojiye sebep olan değil, yaygın görülüp çoğu durumda 

herhangi bir morfolojik değişikliğe yol açmayan anlamında kullanılmaktadır. Bu çalışma bir 

insan genetik hastalıkları moleküler çalışması olduğu için mutasyon ve polimorfizm 

terimleri kelime anlamlarında değil, yaygın kullanılan anlamlarında kullanılmıştır. 

Patojeniteye sahip olan veya sahip olma ihtimali olan ve nadir görülen mutasyonlar ile 

patojeniteye sahip olmayan ve yaygın görülen polimorfizmlerin arasındaki çizgi de net 

değildir. Bazı değişiklikler için net bir şeklide mutasyon veya polimorfizm olarak 

sınıflandırılabilirken, aradaki gri alanda kalıp net bir sınıflandırma yapılamayan değişiklikler 

de vardır. Bu çalışmada mutasyon/polimorfizm ayrımı için popülasyon allel frekansı bilgisi 

kullanılmıştır; tespit edilen herhangi bir değişikliğin tüm popülasyonlardaki allel frekansı 

1000 Genome Projesi faz3 verilerine göre şayet 0,02’nin üzerindeyse değişiklik polimorfizm 

olarak değerlendirilmiş, şayet 0,02 veya altında bir değerse mutasyon olarak 

değerlendirilmiştir. Genelde benzer çalışmalar için 0,01 allel frekans eşik değeri 
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kullanılırken bu çalışma için 0,02’nin seçilmesinin sebebi çalışılan hastalığın yaygın bir 

hastalık olmasıdır. Çalışma sonucunda tespit edilen ve mutasyon olarak değerlendirilen 40 

değişikliğin 39’unun allel frekansı 0,01 ve altında bir değerdir, ancak 1 tanesinin, LDLRAP1 

geni R238W mutasyonunun frekansı 0,02 olarak belirtilmiştir. Bu değişikliği incelediğimiz 

zaman tüm popülasyonlardaki frekansının 0,02 olması karşın bazı popülasyonlarda 0,05’e 

kadar bildirildiği görülmektedir (1.006 allel içinde 53). Bu da patojenik etki beklenmeyecek 

kadar yüksek bir frekanstır. Aynı zamanda veri tabanlarının neredeyse tamamında klinik 

sınıflaması iyimser veya iyimsere yakın olarak değerlendirilmiştir. Bu sebeple aslında bu 

değişikliği mutasyon yerine polimorfizm olarak sınıflamak daha yerinde olacaktır. Diğer 

tüm değişikliklerin frekansı 0,01 veya daha düşük olduğu için çalışmanın en başında eşik 

değeri olarak 0,02 yerine 0,01 kullanılsaydı daha iyi olurdu denilebilir. Çalışmada R238W 

değişikliği toplam 14 örnekte heterozigot, 2 örnekte ise homozigot olarak tespit edilmiştir. 

Homozigot olarak tespit edilen örneklerde LDLRAP1 geninde başka bir homozigot 

mutasyon da tespit edildiği için bu mutasyonun çalışmadan çıkartılması çalışmadaki 

homozigot bulunan mutasyonlardan yapılan çıkarımları etkilemeyecektir. Çalışmada 

heterozigot bulunan mutasyonların klinik etkisi ile ilgili önemli bir çıkarım yapılamadığı 

için, R238W mutasyonunu çalışmadan çıkartmak her ne kadar tespit edilen mutasyonların 

istatistiğini değiştirse de sonuçta yapılan çıkarımı değiştirmeyecektir. Özet olarak, şayet eşik 

değeri 0,02 yerine 0,01 olarak tercih edilseydi ve R238W mutasyonu polimorfizm olarak 

kabul edilip çalışma dışı bırakılsaydı daha uygun olacaktı ancak sonuçta elde edilen çıkarım 

açısından değerlendirildiğinde R238W’nin çalışma içerisinde olup olmaması arasında bir 

fark olmadığı için çok ta önemli değildir denilebilir.  

Çalışmada tespit edilen 40 çeşit mutasyondan 37 tanesi daha önce bildirilmiş değişiklikler 

olurken, 3 tanesi daha önce hiç bildirilmemiş değişikliklerdir.  

1000 Genom Projesi faz 3 verilerine göre popülasyon frekansları; 1 adet mutasyon için 0,02, 

1 adet mutasyon için 0,01, 31 adet mutasyon için ise 0,01 den küçük olarak bildirilmiştir. 7 

adet mutasyon için ise hiçbir veri yoktur; hiçbir veri olmaması bu mutasyonların ya daha 

önce hiç tespit edilmediklerini veya daha önce tespit edildikleri halde frekans verisi 

çıkarılamayacak kadar nadir olduklarını göstermektedir. 
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Bulunan 40 mutasyonun klinik anlamlarına ClinVar veri tabanından bakılacak olursa; 5 

adedinin patojenik, 4 adedinin belirsiz öneme sahip, 4 adedinin iyimsere yakın, 2 adedinin 

iyimser olarak sınıflandırıldığı görülmekle beraber, büyük çoğunluğunu oluşturan 25 adedi 

için herhangi bir veri olmadığı görülmektedir. Bu 25 taneden 17 tanesi ITIH4 genine aittir. 

ITIH4 geni her ne kadar 1995 yılında ilk tanımlanmış (234) ve bu çalışmada çıktığı üzere 

çok sayıda varyasyon içeren bir gen olmasına rağmen, aradan geçen yaklaşık 30 yılın 

ardından sadece yüksek kolesterol fenotipi ile zayıf bir şekilde ilişkilendirilmiş olması bu 

genin yaşam için önemli olmayan bir gen olduğunu göstermektedir. 

Çalışma içerisindeki en küçük gen olan APOA2 geninde hem hasta hem de kontrol grubunda 

hiç mutasyon tespit edilmemiştir. 

Tez çalışmasında 320 örneğin 6 geni taranmıştır. Çalışma havuzlama yaklaşımı 

kullanılmadan yapılmış olsaydı 320 örnek için toplamda 11.520 adet amplikonun 

dizilenmesi gerekirken, havuzlama yaklaşımı sayesinde 80 havuzun taranması için 2.880 ve 

havuzlar içindeki pozitif örneklerin tespiti için 134 olacak şekilde toplamda 3.014 amplikon 

dizileme ile, toplamda dizilenmesi gereken amplikonun sadece %26’sı yapılarak çalışma 

tamamlanabilmiştir. Maliyet olarak bakıldığı zaman ise havuzlamanın etkisi daha azdır; 

havuzlama olmadan yapılmış olsaydı sarf malzeme maliyeti örnek başına 63 USD 

civarlarında olacak iken, havuzlama sayesinde örnek başı sarf malzeme maliyeti 28 USD 

civarlarına düşmüştür. Yani dizilenen amplikon olarak bakıldığı zaman %74 olan düşüş, 

maliyet olarak hesaplandığında %56 civarındadır. Bunun sebebi havuzlama yaklaşımının 

çok daha derin dizilemeye ihtiyaç duyması ve bunun sonucunda da çalışmanın dizi verisi 

elde etme kısmında maliyet açısında ciddi bir düşüş olmamasıdır. Aynı zamanda kullanılan 

platformun (Illumina - Miseq) göreceli olarak düşük kapasiteli yüksek maliyetli bir platform 

olasının da bu açıdan katkısı olmuştur; dizi verisi üretme maliyeti diğer maliyetler yanında 

yüksek kalmaktadır. Dizileme verisi maliyeti çok daha düşük olan yüksek kapasiteli 

cihazlarda, çok daha kapsamlı kütüphane hazırlama kitleri kullanılarak yapılacak 

çalışmalarda sarf malzeme maliyet düşüşü çok daha dramatik olacaktır. Mesela toplamda 

5.000 genin dizilenmesinde kullanılan bir klinik ekzom kitinin sarf malzeme maliyeti, 

yüksek kapasiteli cihazlarda 110 USD civarında gelirken, bu maliyetin 2 boyutlu 16’lı 

havuzlama yaklaşımı ile 25 USD, 2 boyutlu 24’lü havuzlama yaklaşımı ile ise 16 USD 

civarlarına düşürmek mümkündür. Bu şekilde sırası ile %77 ve %85 sarf malzeme maliyeti 
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düşüşü sağlanabilir. Görüldüğü gibi bu tez çalışmasında örnek başına 28 USD sarf malzeme 

maliyeti ile 6 gen taranmışken, daha büyük ölçekli çalışmalar tasarlanarak çok daha az bir 

sarf malzeme maliyeti ile çok daha fazla gen taramak mümkündür (sadece16 USD’ye 5.000 

gen gibi). Ancak büyük kapsamlı çalışmalarda cihaz yatırım maliyetleri, işletme maliyetleri, 

analiz maliyetleri vb. daha fazla olacağı için örnek başı maliyetleri hesaplarken bu 

kalemlerin de mutlaka göz önünde bulundurulması gerekecektir. 

NGS teknolojileri hızla ilerlemektedir ve elde edilen dizileme verisi maliyetleri çok hızlı 

(logaritmik olarak) düşmektedir; buna karşılık tüm çalışma içerisindeki dizileme verisi 

maliyetleri dışındaki maliyetler ise -her ne kadar onlar da zaman içerisinde bir miktar 

düşseler de- dizileme verisi üretme maliyeti kadar hızlı düşmemektedirler. Örnek olarak son 

5 yıl içerisinde 10 kat düşen dizi verisi üretme maliyetlerine karşılık, diğer maliyetler 

toplamı en fazla yarısına kadar inebilmiştir. Bu nedenle ilerleyen zaman içerisinde düşen 

dizileme maliyetlerinin, havuzlama stratejisi için ek bir avantaj getireceğini söylemek yanlış 

olmaz.  

6.1.4. BU TEZ ÇALIŞMASININ YENİ LİTERATÜR İÇİNDEKİ YERİ 

Havuzlama yaklaşımı iyi bilinen ve yaygın kullanılan bir tekniktir. NGS teknolojisi 

geliştirilmeden önce DNA analizinde de kullanılan bir yaklaşım olmakla beraber, kullanılan 

yöntemlerin hassasiyetleri çok yüksek olmadığından sınırlı olarak kullanılmaktaydı. 2005 

yılından sonra ticari olarak ulaşılabilir hale gelmesi ve 2008 yılından sonra yaygınlaşmaya 

başlamasıyla, NGS’in havuzlama yaklaşımı ile beraber kullanılabilirlik potansiyeli hemen 

dikkat çekmiş ve 2009 yılından itibaren arka arkaya yayınlar çıkmaya başlamıştır. Dikkat 

çeken bir şey de ilk yıllarda enformatik alanında çalışan araştırmacıların dikkatini çekmiş 

olmasıdır; çok sayıda havuzlama ile NGS’in beraber kullanılmasının enformatik boyutunu 

inceleyen yayın çıkmıştır. Bu çalışmalar genellikle havuz hazırlama stratejileri, varyant 

tespiti ve yalancı pozitiflerin ayıklanması ile ilgilidir (133, 144).  

Enformatik alanı dışında gerçek örneklerde mutasyon/polimorfizm çalışmaları da 2009 

yılından itibaren çıkmaya başlamıştır. Özet olarak zaten bilinen havuzlama yaklaşımı, NGS 

kullanan araştırmacılar tarafından hemen keşfedilmiş ve çalışılmaya başlanmış bir 

yaklaşımdır. Günümüze gelinceye kadar 40’tan fazla yayın çıkmıştır. Bu yayınları kabaca 

şu şekilde gruplayabiliriz:  
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• Bir kısmı çok sayıda örneğin havuzlandığı, patojenik nadir mutasyonların tespiti 

yerine bağlantı veya varyasyon keşfi amaçlı yapılan polimorfizm keşfi / frekans 

belirleme çalışmalarıdır (örnek (148)). 

• Bir kısmı çok sayıda örneğin, havuz başına az sayıda örnek içerecek şekilde 

havuzlandığı patojenik mutasyon tespit çalışmalarıdır. Bu çalışmaların hedef 

bölgeleri genelde küçüktür (örnek (159)). 

• Bir kısmı az sayıda örneğin, havuz başına az sayıda örnek içerecek şekilde 

havuzlandığı patojenik mutasyon tespit çalışmalarıdır. Bu çalışmaların hedef 

bölgeleri genelde büyüktür (örnek (164)). 

• Bir kısmı çok sayıda örneğin, havuz başına çok sayıda örnek içerecek şekilde 

havuzlandığı patojenik mutasyon tespit çalışmalarıdır. Bu çalışmaların hedef 

bölgeleri büyük te olabilmektedir, küçük te (örnek (157)).   

Bunun dışında yapılan çalışmalar ile ilgili dikkat çeken bazı noktalar da tespit edilmiştir: 

• Neredeyse tamamı DNA aşamasında karıştırılan havuzlardan oluşmaktadır. 

• Neredeyse tamamı tek boyutlu havuzlama stratejisini kullanmaktadır. 

• Birden fazla havuzlama stratejisini deneyip karşılaştıran kapsamlı bir çalışmaya 

rastlanmamıştır.  

• Genotipi bilinen örnekleri dahil eden az sayıda çalışma vardır. 

Kan aşamasında karıştırılarak havuzların oluşturulduğu bir çalışmaya hiç rastlanmamıştır. 

Bu dikkat çekici durumun sebeplerinden birinin DNA aşamasında -DNA’ların nicelik ve 

nitelik olarak değerlendirilmiş olma ön koşulu ile- karışımın yapıldığı durumum en dengeli 

havuzları oluşturması olduğu düşünülmektedir. Kan aşamasında karıştırmak daha dengesiz 

havuzlara yol açabilir; özellikle çok fazla örneğe ihtiyaç duyulan ve hepsinin aynı anda 

toplanmasının çok zor olduğu araştırma projeleri için. Aynı zamanda -şayet çalışma toplum 

taraması amaçlı yapılmıyorsa- çalışmalarda DNA izolasyonunun maddi payı küçük olduğu 

için araştırmacılar düşük maliyet yerine yüksek hassasiyeti tercih ediliyor olabilir. Hatta az 

da olsa örneklerin DNA seviyesinde değil, daha sonraki aşama olan PCR aşamasından sonra 

karıştırılarak havuzların oluşturulduğu çalışmalara bile rastlanmıştır (151, 154). PCR 

aşamasından sonra karıştırılan örnekler ile hazırlanan havuzlar ile yapılan çalışma, DNA 

aşamasında karıştırılanlara göre çok daha dengeli olma potansiyelini barındırmaktadır. Bu 
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çalışmalardan birinde hata düzeltici DNA polimeraz ile beraber PCR sonrası karıştırılan 

örneklerde tespit limitinin %0,1’e kadar inebileceği belirtilmiş ve hata düzeltici enzimin 

önemine vurgu yapılmıştır (151). Bu sebepler ile araştırmacıların gözünde daha dengeli 

havuzlar ile birlikte daha yüksek hassasiyetin ağır bastığı düşünülebilir. Ancak bu kadar 

yüksek hassasiyette de olsa PCR sonrası karıştırılan örneklerden oluşan bir yöntemin -

pratiklik ve maliyet açısından- rutinde toplum taramasında kullanılması mümkün değildir. 

Diğer dikkat çeken nokta yapılan çalışmaların nerdeyse tamamının tek boyutlu havuzlama 

stratejisini kullanmış olmalarıdır. İki boyutlu iki adet yayına rastlanmıştır (161, 162); ki 

bunlardan birinin havuzlama stratejisi tam anlaşılamamıştır (161), bir boyutlu da olabilir. Üç 

boyutluya ise hiç rastlanmamıştır. Ancak her ne kadar çok boyutlu havuzlamaya çok fazla 

rastlanmasa da, başka havuzlama stratejilerine rastlanmıştır; bunlar çakışan havuzlama (138) 

(İng. overlapping pooling) ve ağırlıklı havuzlama (136) (İng. weighted pooling). Çakışan 

havuzlama aslında 2 boyutlu havuzlamaya benzemektedir; farklı örnek kombinasyonlarını 

içeren havuzlar oluşturup, örneklerin birden fazla havuzda çalışılmasını sağlayıp, sonra 

pozitif ve negatif çıkan havuzlardan yola çıkarak direkt pozitif örneği bulma veya ihtimalleri 

azaltma üzerine kurulmuş bir stratejisi vardır. Ağırlıklı havuzlama ise tek boyutludur ve her 

bir örneğin bir defa sefer dizilenir, ancak bu stratejide de her bir örnekten farklı miktarlarda 

alınarak oluşturulan havuzlar söz konusudur. Sonuçta çıkan pozitiflik oranına göre 

pozitifliğin hangi örnekten geldiğinin tahmin edilebileceği hipotezi üzerine kurulmuş bir 

stratejisi vardır. Böyle bir stratejinin mutasyon taraması için çok uygun olmadığını 

düşünmemize rağmen, bazı özel durumlarda uygulama alanı olabilir.  

Literatürde NGS ile birlikte birden fazla havuzlama stratejisini aynı çalışmada karşılaştırarak 

deneyen bir çalışmaya da rastlanmamıştır.  

Genotipi bilinen örneklerin dahil edildiği çalışma da azdır. Genelde hasta grubu havuzlara 

ayrılarak çalışılmış, bulunan değişiklikler ile devam edilmiş, bulunamayan muhtemel 

mutasyonlar ile pek ilgilenilmemiştir. 

Literatürde tez çalışmasının validasyon kısmına en çok benzeyen yayın olarak 

değerlendirilen yayında, tek boyutlu 20’li tek bir havuz içerisine genotipi bilinen 20 örnek 

DNA aşamasında karıştırılarak çalışma yapılmış ve tespit edilen mutasyonlarda %100 başarı 

sağlanmıştır (168). Çalışma örnek sayısının az olması, pozitiflik sayısının az olması, farklı 
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stratejileri barındırmaması ile tez çalışmasına göre daha zayıf olarak değerlendirilmiştir. 

Çalışmanın daha güçlü olduğu tek kısım kapsamıdır; çalışma 5 geni 116 PCR ile amplifiye 

ederek amplikon dizilemesini gerçekleştiren bir çalışmadır. 

Literatürde tez çalışmasının FH grubu kısmına en çok benzeyen yayın olarak değerlendirilen 

yayında, 576 örneğin genomunun 250 Kbp lik bir bölümü, 2 boyutlu 12x12’lik havuzlarla 

taranmıştır (162). Bu çalışma DNA aşamasında karıştırılan havuzlardan oluşması, 12’li 

havuzlar kullanması, kapsamının 250 Kbp olması ve herhangi bir hasta grubu üzerinde değil, 

sadece varyasyon tespiti amaçlı rastgele örneklerden yapılmış olması dışında, tez 

çalışmasının FH grubu kısmına çok benzemektedir. Çalışma kandan olduğu için toplum 

taraması için tasarlandığı söylenemez. Aynı zamanda hasta grubu çalışılmadığı için örnek 

bazlı klinik bir çıkarım da yapılamamıştır. 

Özet olarak literatürde DNA havuzlama ve NGS yöntemlerinin beraber kullanıldığı çok 

sayıda çalışma vardır, ancak bu çalışmaların çok azı genetik hastalıkların toplum taraması 

odaklı sayılabilecek çalışmalardır. Bunun yansıması pratikte de görülmektedir; devletler 

binlerce bireyin genomunun dizilenmesi için genom merkezlerine büyük miktarlarda yatırım 

yaparken, benzer maliyetlere milyonlarca taşıyıcı bireyi veya FH gibi yaygın görülen 

hastalıklar için hasta bireyleri tespit etme yolunda yeterince ilerleme kaydedilememiş ve 

günümüze kadar uygulamaya geçen bu şekilde bir tarama programı olmamıştır.   
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6.2. SONUÇ 

Hastalık tarama, birey ve toplum sağlığı için çok önemli bir kavramdır. Hastalık tarama 

sayesinde hastalıklar etkilerini göstermeden çok daha önce tespit edilebilmektedir. Erken 

tanı bazı hastalıklar için yaşam ve ölüm arasındaki sınırı belirleyebilecek etkiye bile sahip 

olabilmektedir. 

DNA dizi analizi birçok hastalığın tanısında kullanılmaktadır. Günümüzde çok gelişmiş ve 

hala gelişmekte olan DNA dizi analizi yöntemi ve bir tarama yaklaşımı olan havuzlamanın 

güçleri birleştirilerek, toplumun değişik kesimlerinde DNA dizileme bazlı hastalık taraması 

yapılabilir ve birey ve toplum sağlığına dramatik fayda sağlanabilir.  

Bu tez çalışmasında havuzlama yaklaşımı ile birlikte kullanılan DNA dizi analiz yönteminin, 

genetik hastalıkların taranması açısından basit ve etkili bir şekilde nasıl kullanılabileceği 

gösterilmiştir. 
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EKLER 

EK 1: Çalışmada kullanılan primerlerin dizileri ve elde edilen amplikonların boyları  

Boş hücreler havuzların mutasyon tespit edilmeyen genlerine aittir. 6 geninin hiçbirisinde 

mutasyon tespit edilmeyen 8 adet negatif havuz yeşil ile işaretlenmiştir. Hiçbir havuzun 

APOA2 geninde mutasyon tespit edilmemiştir 

Gen Ekzon 
Primer 
adı 

Primer dizisi 
Amplikon boyu 

(bp) 

LIPA 

2 
2F TTCACCTTTTACTTGCCCTAAATCTGG 

313 
2R GTATGGGTATGGCTTCATGTAGCTCAC 

3 
3F AAGCCTGGAGAACATAGTTTATCTGCTC 

347 
3R AACCTCAACACAGTTAGTGCTTTCGTC 

4 
4F ATGGTCCAGTTTCACTGCTACCTTGC 

503 
4R GAGTTACCACCTATCTACCTCTTCTGCTG 

5 
5F TGTTGTTTCCTGGACTCACTGCTGG 

509 
5R TCTCTCACATCCCTATCTTGCTTCATC 

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 

LDLRAP1 

1 
1F AGGGCTTGCGATTTGCTATCTTCTG 

894 
1R GGGCACCCGGAGTCAAAAGTTGG 

2-3 
2F TAGGAAAGAAGGCTGGTGAGAGCTG 

1521 
3R CCAGATACCCAGAGCTGAGCTGC 

4 
4F AAGTGCCCTGCTTCCAGTCTTTACC 

457 
4R AGTAATGGTCACCTTTGGGTCCTGC 

5-7 
5F AGACCTGGAGAAGAACAGCCTTTGC 

1708 
7R AAGAGGCCAAGCATTGTGAGGAGAC 

8 
8F CCATAGAAGTCATCAGGTCCAATGC 

703 
8R AGGAAATCAACTTGAGCTGCAGTGTG 

9 
9F GGAGGTGCTTTGATCTGAGGTTACTCC 

437 
9R GCTCTGATCTTCAGGCTGACAATGC 

APOA2 1-4 
1F CCCATCCATAGTCCCTGTCACCTG 

1353 
4R CAGTGGGTGTTCTAGAGGCCAGC 

ITIH4 1 
1F TAGATCCCAATTTCCCAGAACCTGC 

500 
1R GTCAGCATAAATCATTCTCCTGAGGTC 
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2 
2F AATGTTCACATATGAGATGCCTCACTG 

574 
2R AACACCTGGACAGCACTTAGGGATG 

3-6 
3F CCTTCGTCCCTTCTATAAAATGAATGC 

1721 
6R AACTAAATCACGTGTTTTCTGTCTGTGC 

7-11 
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 

22-24 
22F CACTCCGTGACTTCCTGGACAAG 

1471 
24R CAAGAGACCATGAAGCAGACTGAACC 

GHR 

2 
2F CGGGAAGTAGAATTTATTACAACCTGC 

496 
2R GCCAAAGTTGACTGACTACTGCATTCC 

3 
3F ATATCCAACCTGCCTTCCCATTGTG 

234 
3R ACATCTCCTCCCAGTCTCCACTTCC 

4 
4F GGCTTCATCCCAGTAGTTTCTTCACAC 

322 
4R CACTTCCATTCCCACAGTACATCTGAC 

5 
5F AGTACCAAACGGCCTCGTAGCAGTC 

538 
5R CTTGTTCACCAGCTGATCCCATCTC 

6 
6F AGAGCAAAAAGAAATATACAACATGGCAG 

576 
6R AGCATGAACATGTGGTATTAGGTCAAAGG 

7 
7F AACTATCTGGAAGACTAATGCACAGTTATAGC 

700 
7R CACCAAATTCCTGTCTCTAAACTTCCAC 

8 
8F TGCATTCTGTTTCAGTGGTTATCAAGAG 

560 
8R CTTGTTGAGGACTTGAGGGAAAGAGC 

9-10 
9F TTTCTTTCTTTCAAATACTAAATCTGGCTG 

1966 
10R ACACCCACAATATTAAGACAATCACTGC 

PPP1R17 

ex2 
2F TCTCTGAGAGAGGGCAAATATTGGAC 

473 
2R CCTCTCTCTGACTTGCCTGCAAACC 

ex3 
3F CATCAAGTGCAATTAGGAACCAAACAG 

358 
3R GGGAGTGCACAAATTACTTTAAAATACCTG 

ex4 
4F TGGTGGCCATAATACTAAATTCCTCAG 

635 
4R GTAATGCTCTGACCCTTTCCCATCC 

ex5 
5F CTAAGAGGTTTCTGGGTTGCCATGC 

355 
5R AAAGAGGTGACTGGCAATTTGATGG 
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EK 2: 2D08 analiz sonuçları dizin tablosu.  
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EK 3: 2D16 analiz sonuçları dizin tablosu  
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EK 4: 2D24 analiz sonuçları dizin tablosu 
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EK 5: 2D32 analiz sonuçları dizin tablosu 
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EK 6: Tekrarlanabilirlik çalışması sonuçları 

Örnek Havuz MAF Ortalama SD %SD 

FH0403 
D129V het 

2D-08_X01 0,200 

0,136 0,034 25,1 

2D-08_Y01 0,150 

2D-08_X10 0,140 

2D-08_Y10 0,150 

2D-08_X19 0,120 

2D-08_Y19 0,070 

2D-08_X28 0,120 

2D-08_Y28 0,140 

FH06019 
C173Y het 

2D-08_X37 0,110 

0,109 0,011 9,7 

2D-08_Y37 0,100 

2D-08_X46 0,110 

2D-08_Y46 0,120 

2D-08_X55 0,100 

2D-08_Y55 0,120 

2D-08_X64 0,120 

2D-08_Y64 0,090 

FH0403 
D129V het 

2D-16_X01 0,070 

0,071 0,016 22,7 

2D-16_Y01 0,100 

2D-16_X03 0,080 

2D-16_Y02 0,090 

2D-16_X10 0,060 

2D-16_Y11 0,060 

2D-16_X12 0,060 

2D-16_Y12 0,050 

FH06019 
C173Y het 

2D-16_X21 0,060 

0,063 0,022 35,8 

2D-16_Y21 0,100 

2D-16_X23 0,013 

2D-16_Y22 0,070 

2D-16_X30 0,060 

2D-16_Y31 0,070 

2D-16_X32 0,070 

2D-16_Y32 0,060 

FH0403 
D129V het 

2D-24_X01 0,038 

0,030 0,008 27,3 

2D-24_Y01 0,027 

2D-24_X04 0,023 

2D-24_Y02 0,037 

2D-24_X10 0,018 

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 

FH06019 
C173Y het 

2D-24_X05 0,028 

0,028 0,011 38,3 

2D-24_Y13 0,028 

2D-24_X14 0,013 

2D-24_Y14 0,028 

2D-24_X16 0,049 

2D-24_Y15 0,027 

2D-24_X23 0,015 

2D-24_Y24 0,038 
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EK 7: FH hasta grubu için tespit edilen 8 adet negatif havuz, 72 adet pozitif havuz, 

bulunan mutasyonlar ve frekansları 

Boş hücreler havuzların mutasyon tespit edilmeyen genlerine aittir. 6 geninin hiçbirisinde 

mutasyon tespit edilmeyen 8 adet negatif havuz yeşil ile işaretlenmiştir. Hiçbir havuzun 

APOA2 geninde mutasyon tespit edilmemiştir.  

Havuz LIPA LDLRAP1 APOA2 ITIH4 GHR PPP1R17 

LX1-1   Q136X; 0,52         

LX1-2 I252L; 0,17 Q136X; 0,66   R56X; 0,09 R229H; 0,12   

LX1-3             

LX1-4 
Q298Q; 
0,09 

I74M; 0,12 
IVS3+1G>T; 0,15 
R238W; 0,10 

  E392E; 0,06 L7L; 0,07   

LX1-5             

LX1-6   R238W; 0,10     
A613A; 0,08 
L622L; 0,07 

  

LX1-7       IVS12+5G>A; 0,05     

LX1-8   
Q136X; 0,53 
IVS4-1G>A; 0,16 

        

LY1-1       E392E; 0,04 L7L; 0,04   

LY1-2   
Q136X; 0,17 
IVS4-1G>A; 0,25 
R238W; 0,09 

  IVS12+5G>A; 0,05 
A613A; 0,11 
L622L; 0,11 

  

LY1-3   
Q136X; 0,27 
IVS3+1G>T; 0,15 

        

LY1-4 
I252L; 0,11 
Q298Q; 
0,06 

Q136X; 0,38 
I74M; 0,09 
R238W; 0,13 

        

LY1-5   Q136X; 0,35         

LY1-6 I252L; 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         

LX2-6   
Q136X; 0,20 
S202H 0,09 
E217X; 0,11 

        

LX2-7   
I74M; 0,13 
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         

LY2-5   
I74M; 0,08 
R238W; 0,07 

  E332K; 0,09     

LY2-6           V143M; 0,07 

LY2-7   
Q136X; 0,23 
R238W; 0,11 
V290V; 0,06 

        

LY2-8   
Q136X; 0,33 
E217X; 0,15 

        

LX3-1             

LX3-2       D87D; 0,06 R229H; 0,08   

LX3-3   R238W; 0,07         

LX3-4 I252L; 0,09           

LX3-5       
G249R; 0,07 
N333N; 0,06 

    

LX3-6 I252L; 0,12 
S202H; 0,06 
R238W; 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 I252L; 0,20           

LY3-7   S202H; 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   

LX4-4   R238W; 0,16     
R179C; 0,06 
V499M; 0,06 

  

LX4-5       E332K; 0,11 R179C; 0,11   

LX4-6   
R238W; 0,13 
c.246delG; 0,17 

        

LX4-7   
R238W; 0,06 
Q86X; 0,08 

  D892D; 0,08 V499M; 0,07   

LX4-8 I252L; 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   



 

138 

 

LY4-4 I252L; 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   

LX5-1       
L150L; 0,07 
G249R; 0,03 

    

LX5-2       
E332K; 0,11 
M358I; 0,06 

    

LX5-3   R238W; 0,09   G418S; 0,05     

LX5-4       T896T; 0,10     

LX5-5       
R689C; 0,06 
W850C; 0,06 

    

LX5-6   R238W; 0,05         

LX5-7   R238W; 0,06   
T586T; 0,13 
P919P; 0,06 

    

LX5-8   
R238W; 0,09 
E217X; 0,08 

  P919P; 0,06 E62K; 0,06   

LY5-1       T896T; 0,09     

LY5-2       
M358I; 0,07 
T586T; 0,10 

    

LY5-3   R238W; 0,08   P919P; 0,04     

LY5-4   R238W; 0,06   G418S; 0,05 E62K; 0,08   

LY5-5             

LY5-6       
E332K; 0,10 
P919P; 0,06 

    

LY5-7   R238W; 0,06   
G249R; 0,03 
R689C; 0,05 
W850C; 0,07 

    

LY5-8   R238W; 0,15   L150L; 0,08     
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EK 8: Tespit edilen mutasyon çeşitleri 

Gen Mutasyon cDNA pozisyonu hg19 pozisyonu dbSNP kodu MAF ClinVar* 

LIPA I252L c.754A>T chr10:90,983,509 rs147493628 <0,01 İY 

LIPA Q298Q c.894G>A chr10:90,982,268 rs116928232 <0,01 P 

LDLRAP1 I74M c.222C>G chr1:25,880,546 rs199630684 <0,01 - 

LDLRAP1 c.246delG c.246delG chr1:25,881,365 - - - 

LDLRAP1 Q86X c.256C>T chr1:25,881,375 rs997683431 - - 

LDLRAP1 IVS3+1G>T c.344+1G>T chr1:25,881,464 - - - 

LDLRAP1 Q136X c.406C>T chr1:25,883,705 rs121908325 <0,01 P 

LDLRAP1 IVS4-1G>A c.460-1G>A chr1:25,889,134 rs2124688583 - P 

LDLRAP1 S202H c.604_605delTCinsCA chr1:25,889,632 rs386629678 - İY 

LDLRAP1 E217X c.649G>T chr1:25,890,184 rs2044402416 - P 

LDLRAP1 R238W c.712C>T chr1:25,890,247 rs41291058 0,02 İ 

LDLRAP1 V290V c.870C>T chr1:25,893,426 rs200433841 <0,01 İY 

ITIH4 R56X c.166C>T chr3:52,863,220 rs761970932 <0,01 - 

ITIH4 D87D c.261T>C chr3:52,861,204 rs751642445 <0,01 - 

ITIH4 L150L c.450C>T chr3:52,860,876 rs143427404 <0,01 İ 

ITIH4 G249R c.745G>C chr3:52,859,916 rs139719930 <0,01 - 

ITIH4 V327L c.979G>T chr3:52,858,479 rs1343545265 <0,01 - 

ITIH4 E332K c.994G>A chr3:52,858,464 rs772851128 <0,01 - 

ITIH4 N333N c.999C>T chr3:52,858,459 rs142248896 <0,01 - 

ITIH4 M358I c.1074G>A chr3:52,858,303 rs749483845 <0,01 - 

ITIH4 E392E c.1176G>A chr3:52,858,016 rs374402919 <0,01 - 

ITIH4 G418S c.1252G>A chr3:52,857,940 rs141154056 <0,01 - 

ITIH4 IVS12+5G>A c.1679+5G>A chr3:52,855,002 - - - 

ITIH4 R689C c.2065C>T chr3:52,853,421 rs546117123 <0,01 - 

ITIH4 T586T c.1758G>A chr3:52,854,723 rs768999504 <0,01 - 

ITIH4 T832M c.2495C>T chr3:52,848,356 rs150977188 <0,01 - 

ITIH4 W850C c.2550G>C chr3:52,848,301 rs148943741 <0,01 - 

ITIH4 D892D c.2676C>T chr3:52,848,038 rs750458578 <0,01 - 

ITIH4 T896T c.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 V499M c.1495G>A chr5:42,719,104 rs373984725 <0,01 B 

GHR M530T c.1589T>C chr5:42,719,198 rs148677728 <0,01 B 

GHR D564E c.1692C>A chr5:42,719,301 rs1176485395 <0,01 - 

GHR A613A c.1839C>A chr5:42,719,448 rs1220068702 <0,01 - 

GHR L622L c.1866C>T chr5:42,719,475 rs772856718 <0,01 İY 

PPP1R17 V143M c.427G>A chr7:31,746,856 rs367827815 <0,01 - 

* İ: İyimser, İY: İyimsere yakın, P: Patojenik, B: Belirsiz öneme sahip
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EK 9: Pozitif bulunan örnekler ve genotipleri 

Bir mutasyon taşıyan örnekler (64 adet): 

Örnek kodu Gen Mutasyon Zigozite 

L005 LDLRAP1 Q136X homozigot 

L006 LDLRAP1 Q136X homozigot 

L008 LDLRAP1 Q136X homozigot 

L010 LDLRAP1 Q136X homozigot 

L011 LDLRAP1 Q136X homozigot 

L013 LDLRAP1 Q136X homozigot 

L015 LDLRAP1 Q136X homozigot 

L016 GHR R229H heterozigot 

L027 LDLRAP1 IVS3+1G>T homozigot 

L050 ITIH4 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 

L074 GHR M530T heterozigot 

L077 ITIH4 E332K heterozigot 

L086 PPP1R17 V143M heterozigot 

L095 LDLRAP1 R238W heterozigot 

L097 LDLRAP1 Q136X homozigot 

L104 LDLRAP1 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 ITIH4 D87D heterozigot 

L149 LDLRAP1 R238W heterozigot 

L158 LIPA I252L heterozigot 

L162 ITIH4 G249R heterozigot 

L167 ITIH4 N333N heterozigot 

L174 LIPA I252L 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 V499M heterozigot 

L251 GHR R179C heterozigot 

L252 LIPA I252L heterozigot 

L263 ITIH4 G249R heterozigot 

L264 ITIH4 L150L heterozigot 

L266 ITIH4 M358I heterozigot 

L270 ITIH4 E332K heterozigot 

L275 LDLRAP1 R238W heterozigot 

L276 ITIH4 G418S heterozigot 

L281 ITIH4 T896T heterozigot 

L303 LDLRAP1 R238W heterozigot 

L306 ITIH4 T586T heterozigot 

L307 ITIH4 P919P heterozigot 

L312 LDLRAP1 R238W heterozigot 

L318 ITIH4 P919P heterozigot 

L319 LDLRAP1 E217X heterozigot 

L320 LDLRAP1 R238W heterozigot 

İki mutasyon taşıyan örnekler (8 adet): 

Örnek kodu Gen Mutasyon Zigozite 

L012 
LIPA I252L heterozigot 

LDLRAP1 Q136X homozigot 

L025 
ITIH4 E392E heterozigot 

GHR L7L heterozigot 

L117 
LDLRAP1 I74M homozigot 

LDLRAP1 R238W homozigot 

L221 
LDLRAP1 R238W heterozigot 

GHR V499M heterozigot 

L230 
ITIH4 E332K heterozigot 

GHR R179C heterozigot 

L241 
LDLRAP1 Q86X heterozigot 

ITIH4 D892D heterozigot 

L295 
ITIH4 R689C heterozigot 

ITIH4 W850C heterozigot 

L316 
LDLRAP1 R238W heterozigot 

GHR E62K heterozigot 
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Üç mutasyon taşıyan örnekler (3 adet): 

Örnek kodu Gen Mutasyon Zigozite 

L014 

LIPA I252L heterozigot 

LDLRAP1 Q136X homozigot 

ITIH4 R56X heterozigot 

L028 

LIPA Q298Q heterozigot 

LDLRAP1 I74M homozigot 

LDLRAP1 R238W homozigot 

L042 

LDLRAP1 R238W heterozigot 

GHR A613A heterozigot 

GHR L622L heterozigot 
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