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OZET

Gengtik Tani1 Temelli Yeni Nesil Dizileme Verilerinin
Islenmesi ve Raporlanmasinin Otomasyonu

Oguzhan KALYON

Molekiiler Biyoloji ve Genetik Anabilim Dali

Yiiksek Lisans Tezi

Danisman: Prof. Dr. Muhammed Hamza MUSLUMANOGLU

Yeni Nesil Dizileme (YND) teknolojisi, hizli ve dogru taniya olanak saglayan
genetik arastirmalari 6nemli 6lciide giliclendirmistir.  Bununla birlikte, {retilen
verilerin artmasi ve analiz basamaklarinin karmasik hale gelmesine bagli olarak
analizler zorlasmis ve hataya acik hale gelmistir  Ayrica, yapilan analizlerin
tekrarlanabilirligi ve geriye doniik olarak denetlenmesi imkansiz hale gelmektedir.
Sozkonusu zorluklara care olarak yazilim gelistiriciler tarafindan kullanilan is akisi
yonetimi programlari bulunmakla beraber bu programlarin biyologlar tarafindan
kullanimi oldukca zordur. Ancak, Python tabanl is akislarinin yonetimini saglayan
Snakemake, sayisiz biyoinformatik yazilimin kurulumunu veya yapilandirilmasini
kolay ve zahmetsiz hale getirirken, kullanim agisindan daha kolaydir. Bu calismada,
YND verilerinde Snakemake yardimiyla varyant analizini programlama gerektirmeden
kolaylastirmak ve daha kullanigh raporlar elde etmek hedeflenmistir Bu amacla,
GATK'1n tavsiye edilen varyant tespiti uygulamalar1 kullanilarak olusturulan mevcut
bir Snakemake is akisi modifiye edilmis, ENSEMBL Varyant Efekt Predictor (VEP) ile
varyantlar degerlendirilmis ve Web tabanli, interaktif son rapora Integrative Genome
Viewer (IGV) yazilimi entegre edilmistir. Bu yaklasim tekrarlanabilir ve tasinabilir
bir ¢6ziim sunmaktadir, bu yiizden kisisel bir diziistii bilgisayarda veya biiyiik bir
sunucuda kolayca uygulanabilir. Snakemake paralel isleri yiiriitebildiginden, cok
islemcili bilgisayarlarda SNP analizi paralel sekilde daha hizli tamamlanabilir. Daha
da onemlisi, bir is akis1 yaklasimi kullanmak cok sayida analiz gerceklestirilirken
insan kaynakli hatalar biiyiik 6lclide Onleyecektir. Sonug olarak, biyoloji veya ilgili
alanlarda uzmanlasmis bir kullanici, programlama bilgisi gerekmeden, gelistirdigimiz

xi



is akisini kullanarak bir cok ham YND verisini isleyebilir ve kullanisl, interaktif varyant

raporlari ile daha dogru, cabuk ve tekrarlanabilir sonuclara ulasabilir.

Anahtar Kelimeler: Yeni nesil dizileme, Snakemake, genetik test

YILDIZ TEKNIK UNIVERSITESI
FEN BILIMLERI ENSTITUSU
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ABSTRACT

Automation of Genetic Diagnosis Based Next
Generation Sequencing Data Processing and Reporting

Oguzhan KALYON

Department of Molecular Biology and Genetics

Master of Science Thesis

Advisor: Prof. Dr. Muhammed Hamza MUSLUMANOGLU

Next Generation Sequencing (NGS) technology has significantly boosted genetic
research allowing rapid and accurate diagnosis. However, due to vast amount of
data and complex workflow steps, the variant calling from NGS data is difficult and
susceptible to errors. Furthermore, the reproduciblity and auditing of the whole
process is almost impossible. There are workflow management programs used by
software developers to address these challenges, but these programs are difficult
to use by biologists. However, Snakemake, a Python-based workflow manager,
facilitates installation and configuration of numerous bioinformatics software and with
minimum programming skills. This study aims to simplify the variant analysis with
interactive reports using Snakemake in NGS data without writing scripts or codes. For
this purpose, an existing Snakemake workflow created using GATK’s recommended
variant detection applications has been modified. We added annotations from
ENSEMBL Variant Effect Predictor (VEP) and interactive reports via Integrative
Genome Viewer (IGV) software into the final report. This approach offers a
reproducible and portable solution, so it can be easily implemented on a personal
laptop or a large server. Since Snakemake can run parallel jobs, SNP analysis can be
completed faster in parallel on multiprocessor computers. More importantly, using a
workflow approach will greatly avoid human-induced errors when analyzing lots of
samples. As a result, a user specialized in biology or related fields can process a lot
of raw NGS data using our workflow without programming knowledge, and achieve
more accurate, quick and reproducible results with useful, web-based interactive

variant reports.
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Giris

1.1 Literatiir Ozeti

Organizmalardaki gelisim ve fonksiyonel siireclerin biiyiik bir kismi genler
tarafindan kontrol edilmektedir. Kodlanan genetik bilginin degisimi veya hasara
ugramasi mutasyon olarak adlandirilmaktadir. Genetik hastaliklar temelde tek gen
hastaliklari, kromozomal bozukluklar ve multifaktoryel hastaliklar olmak {izere ii¢
ana grupta siniflandirilmaktadir. Giiniimiizde kromozomal anomalileri saptamak
ve kopya sayisi degisimlerini degerlendirmek amaci ile genellikle konvansiyonel
karyotipleme, Array-Karsilastirmali Genomik Hibridizasyon (aCGH), Floresan In
Situ Hibridizasyon (FISH) ve Coklu Ligasyona Bagli Prob Amplifikasyonu (MLPA)
yotemleri kullanilmaktadir. Bunun yani sira nadir ve yaygin nokta mutasyonlarinin
analizi icin genellikle; hedef Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR), Sanger Dizileme,
Panel veya Yolak Dizileme (Pathway Sequencing), Tim Ekzom Sekanslama
(WES) ve Tiim Genom Sekanslama (WGS) yontemleri kullanilmaktadir. Ayrica
Yeni Nesil Dizileme (YND) dizileme teknolojileri metilasyon paterni, alternatif
ekzon-intron kesimi, kiiciik RNA, gen ifadesi ve genomdaki yeniden diizenlenmeler
gibi bircok genetik ve biyolojik siireclerin analizlerinde kullanilmaktadir.  Bu
analizler metabolomik, proteomik, transkriptomik gibi alanlarin gelismesini oldukca
hizlandirmistir. Omik analizler, hiicredeki siireclerin biitiinsel olarak anlasilmasinda,
patolojik durumlarin etiyolojisinin aydinlatilmasinda ve hedef molekiillerin kesfinde
oldukca 6nemli hale gelmistir. Ozellikle Mendel kaliimh hastaliklarin arastiriimasi
icin gerceklestirilen YND verilerinin analizleri ham verinin kalite degerlendirmesi ve
temizlenmesi, genoma esleme, varyant tespiti ve tespit edilen varyantarin anotasyonu
basamaklarindan olusmaktadir.  Bu islemler is akisi yonetim programlari ile
otomatiklestirilebilir ve tekrarlanabilirlik saglanabilir. YND analizlerinde kiitiiphane
hazirlama veya dizileme sirasinda meydana gelen hatalardan ve genomun yapisindan
kaynakli, 6rnegin yiiksek dizi homolojisi gosteren bolgeler, zorluklar yasanmaktadir.
Ayrica algoritmalarin yazilim bilgisi gerektirmesi ve bircok asamanin olmasi1 da YND

analizlerini zorlastirmaktadir.



1.2 Tezin Amaci

Gelisen teknolojiler ile birlikte {retilen bilgi miktar1 her gecen sene daha da
artmaktadir ve “biliyiikk veri” cagi yasanmaktadir. ~ Dizileme teknolojileri gibi
teknolojilerin gelismesiyle birlikte biyolojik verilerin de biiyiikliigii artmais, islenmesi
ve anlamlandirilmasi zor hale gelmistir. Biyoinformatik araclarin gelismesi, ayrica
yapay zeka, makine 6grenmesi ve derin 6grenme gibi kavramlarin biyolojik bilimlerle
entegre olmasi verilerin islenmesini kolaylastirmaktadir. Halihazirda elde edilen
dizileme verilerinin temizlenmesi, referans genoma eslenmesi ve varyant analizleri
ile ilgili bircok program mevcuttur. Yazilim bilgisi olmayan bir arastirmacinin elde
ettigi yeni nesil dizileme sonuglarini teknik destek almadan sahsi bilgisayarinda analiz
etmesi oldukca zordur. Bu problemi ¢c6zmek maksadiyla, 6zellikle varyant analizl i¢in
birden fazla asama gerektiren analizlerin kolayca gerceklestirilebilmesi icin is akis1

hazirlanilmasi amaclanmaktadir.

1.3 Hipotez

Yeni Nesil Dizileme islemlerinin ucuzlamasi ve bir¢ok platformun gelistirilmesinden
sonra genetik tani amaci ile kullanimi oldukca artmustir. Bunun yaninda
platformlardan elde edilen ham verilerin islenmesi icin gelistirilen algoritmalarin
sayist da bu gelismelere bagli olarak artmistir. Ancak algoritmalarin kullanilmasi
icin kodlama bilgisi gerekmektedir. Ayrica her bir yazilimin kurulumu, birbiri ile
olan uyumu yapilan analizleri daha da gii¢ hale getirmektedir. Ozellikle genetik
tan1 amach calismalarda birden fazla verinin ayni1 anda islenmesi ve hizli bir sekilde
analizlerin tamamlanmasi gerekmektedir. Ayrica analizler siiresince verilerin cok
olmasi nedeni ile tam otomatik olarak, manuel olarak miidahale gerektirmeden,
calisilmasi onemlidir. Manuel islem basamagi arttikca insan kaynakli hatalar da
artacaktir. Calismamizdaki 6nermemiz; Python tabanli Cconda ortaminda Snakemake
ile is akisi olusturulup kullanilmas: halinde bir¢cok ham verinin ayni anda hizli bir
sekilde, programlama bilgisi gerektirmeden ve hataya imkan vermeden analizlerinin

yapilmasi miimkiin hale gelecektir.



2

Genel Bilgiler

2.1 Mutasyon

Organizmalardaki gelisim ve fonksiyonel siireclerin biiyiik bir kism1 genler tarafindan
kontrol edilmektedir. Kodlanan genetik bilginin degisimi veya hasara ugramasi
mutasyon olarak adlandirilmaktadir. DNA dizisindeki degisimler populasyonda
sik goriiliiyorsa polimorfizm adini almaktadir.  Mutasyonlar, genler tarafindan
kodlanan proteinin yapisinda degisime veya gen ifadesinde bir azalmaya neden
olmaktadir. Organizmanin dis goriiniimii, gelisimi ve davraniglar1 fenotip olarak
adlandirilirken tasidig: genler ve cevresel etkilesimi genotip olarak tanimlanmaktadir.
Organizmalardaki temel genetik farkliliklardan biri her bir kromozomun tek mi
yoksa iki kopyami olarak tasinmasiyla ilgilidir Tek kopya tasinanlar haploid,
iki set olarak bulunanlar diploid olarak adlandirilir. Basit tek hiicrelii canlilarin
bircogu haploid iken kompleks yapidaki ¢ok hiicreli organizmalar diploiddir. Diploid
organizmalardaki genlerin ayni lokusa yerlesmis alternatif kopyalar1 alel olarak
adlandirilir. Diploid organizmalarda her iki alelde meydana gelen genetik degisimler
homozigot, tek bir alelde meydana gelen genetik degisimler ise heterozigot
olarak adlandirilmaktadir. Ayrica tek kopya bulunmasina ragmen fenotipik olarak
etkisini gosteren aleller dominant olarak tanimlanir. Dominant alelin varliginda
fenotipte etkisi goriilmeyen aleller resesif olarak adlandirilir ve resesif alellerin
fenotipik olarak ortaya cikabilemeleri icin homozigot durumda, yani iki kopya
halinde bulunmalar1 gerekir. Resesif mutasyonlarin genellikle kodlanan proteinlerin
fonksiyonlarini azaltici, dominant mutasyonlarin ise fonksiyonlarimi artirici etki

gosterdigi bildirilmistir. [1]

2.1.1 Mutasyon Tipleri

Genlerin DNA dizileri birden fazla mekanizma ile degisebilir. Mutasyonlar nasil ve
nerede gerceklestiklerine bagli olarak insan sagligi tizerinde etki gosterirler. Kodlanan
proteindeki etkilerine gore veya sebep olduklar1 degisiklere gore mutasyonlari

asagidaki gibi 6zetleyebiliriz:



e Yanlis Anlamli Mutasyon: DNA dizisindeki bir bazlik degisim ile kodlanan bir
amino asidin degisiklige ugradigi mutasyon cesididir (Sekil 2.1A).

e Anlamsiz Mutasyon: DNA dizisindeki bir bazlik degisim ile prematiir durdurma
kodonu olusmasina dolayisiyla fonksiyon gormeyen kisa bir protein {iretimine
neden olmaktadir (Sekil 2.1B).

A Yanhs Anlamli Mutasyon

Amino asit dizisi icin orjinal DMA kodu

oma «CATCATCATCATCATCATCAT
BAZLARI

{ His H His H His H His H His H His H His -
t

Amino asit Tek bir niikleotidteki

dedisim

"CATCATCATCCTCATCATCAT
-4 His H HWis H His HIJTEH His H His H His |-
N‘

Yanlis amino asit, anzli
protein olusumuna sebep olabilir

B Anlamsiz Mutasyon

Amino asit dizisi icin orjinal DMA kodu
DN.&_.' P L &+1 L L 1 -2 F 1 & 1 L L L R L1 .1 .1
sazan C AGCAGCAGCAGCAGCAGCAG

L

< Gin H Gin H{ Gin H Gin H Gin H Gin H{ Gin }--
1

Amino asit Tek bir niikleotidteki
degifim

&
| I 1 | L

CAGCAGCAGTAGCAGCAGCAG

~{Gin_H Gin H Gin
ﬂ\
Protein Yanhg dizi, kisalmig protein
olusumuna sebep olabilir

Sekil 2.1 A) Yanlis Anlamli Mutasyon B) Anlamsiz Mutasyon
NIH veri tabanindan modifiye edilerek alinmistir.[2]



e Insersiyon: DNA dizisine bir DNA parcasinin eklenmesiyle olusan DNA
dizisindeki artis fonksiyonel olarak islevsel olmayan protein iiretimine neden
olmaktadir (Sekil 2.2A).

e Delesyon: DNA dizisindeki ¢ok sayidaki veya tek bazlik kayiplarin kodlanan
proteinin fonksiyonunda degisme yol actig1 mutasyon cesididir (Sekil 2.2B).

A Insersiyon Mutasyonu

Aming asit dizisi icin orjinal DNA kodu
om CATCATCATCATCATCATCAT

i
L

BAZLARY
-+ His H His H His H His H His H His H His |-
1
Amino asit Tek bir nikleotidin
insersiyonu

] 1

CATCATCATACATCATCATCA

-= His H His H His Thr Ser Ser Ser =

Yanls amino asit dizisi, anzall protein
olusumuna sebep olabilir

B Delesyon Mutasyonu

Amino asit dizisi icin orjinal DNA kodu

&
L

BA‘;T:RJ—'CATCATCATCATCATCATCAT

+= His H His H His H His H His H His H His |-

1
Amino asit

Tek bir nikleotidin
y <A  delesyonu

CATCATCATCTCATCATCATC

«= His H His H His Leu e lle e

Yanhs amino asit dizisi, anzal protein
olugumuna sebep olabilir

Sekil 2.2 A) insersiyon B) Delesyon
NIH veri tabanindan modifiye edilerek alinmistir. [2]]



e Duplikasyon: Herhangi bir DNA parcasinin anormal olarak genomda birden
fazla bulunma durumudur (Sekil 2.3A).

A Duplikasyon Mutasyonu
i i
i |

Kromozom —

| Duplike olmus
! DMA parcasi

-

U.&. National Library of Medicine

B Cerceve Kaymasi Mutasyonu

. Amino asit dizisi icin orjinal DNA kodu i
ﬂ:@—*CATTCACACGTACTCATGCT#T

- His H Ser H His H Val Leu H Mot Leu |-

t
Amino asit

C - e His Thr Tyr Ser Cys Tyr =

Bir bazdaki gergeve kaymasi,
anormal amino asit dizisine sebep olur

Bi&r

Sekil 2.3 A) Duplikasyon B) Cerceve Kaymasi1 Mutasyonu
NIH veri tabanindan modifiye edilerek alinmistir. [2]
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e Cerceve Kaymas: Mutasyonu: DNA dizisindeki artis veya azalmaya bagl olarak
genin okuma cercevesinin degistigi ve genellikle fonksiyonel olmayan protein
{iretimiyle sonuclanan mutasyon tiiriidiir. Insersiyon, delesyon veya duplikasyon
sonucunda olusabilir (Sekil 2.3B).

e Ekzon Intron Kesim Boélgesi Mutasyonlari: Ekzon intron kesim bélgesinde
meydana gelen degisimlerdir. RNA kesimini etkileyerek fonksiyonel olmayan

protein liretimine yol acar.[2]]

2.2 Molekiiler Genetik Analiz Yontemleri

Genetik hastaliklar temelde tek gen hastaliklari, kromozomal bozukluklar ve
multifaktoryel hastaliklar olmak {izere iic ana grupta siniflandirilmaktadir. Tek
gen veya Mendelian hastaliklari genin DNA dizisindeki degisimler sonucunda
olusan ve otozomal resesif (OR), otozomal dominant (OD), X-baglh resesif (XBR),
X-baglh dominant (XBD) veya Y-bagl (holandrik) kalitim gosterebilen hastaliklardir.
Kromozomdaki sayisal ve yapisal degisimlere bagli olarak olusan hastaliklar
kromozomal hastaliklar olarak adlandirilir. Hastali§a sebep olan mutasyonlarin
tespiti icin molekiiler ve sitogenik yontemler kullanilmaktadir. Dogru tan1 hastalarin
tedavileri ve uygun genetik danisma icin oldukca 6nemlidir. Genetik testler nadir
hastaliklarin yani1 sira multifaktoryel hastaliklarin aydinlatilmasi ve kisisel tip amaciyla
kullanilmaktadir. Giinlimiizde klinik genetik testler asagida listelenen amaclar i¢in

kullanilmaktadir:

e Yeni Dogan Taramasi : Fenilketoniiri, anemi ve kistik fibroz gibi resesif genetik

hastaliklarin taranmasi amaciyla uygulanmaktadir.

e Tani Testleri: Semptomatik bireylerin tanmilarinin konfirmasyonu amaci ile

yapilmaktadir.

e Tasiyicilik Testleri: Asemptomatik bireylerde bir veya birden fazla resesif gen

mutasyonlarinin taranmasi olarak tanimlanmaktadir.

e Tahmin Testleri: Kalitsal olan ve genetik degisimlerin neden oldugu eriskin yas

baslangicli hastaliklarin taranmasi amaciyla yapilmaktadir.

e Farmakogenetik: Genomda ila¢ yanit1 ve kullanim dozu ile ilskilendiirilmis
degisimlerin analizlerine dayanir.[3]]
Gilintimiizde kromozomal anomalileri saptamak ve kopya sayisi degisimlerini

degerlendirmek amacit ile genellikle konvansiyonel karyotipleme,
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Array-Karsilastirmali Genomik Hibridizasyon (aCGH), Floresan In Situ Hibridizasyon
(FISH) ve GCoklu Ligasyona Bagli Prob Amplifikasyonu (MLPA) yoOntemleri
kullanilmaktadir. Bunun yam sira nadir ve yaygin nokta mutasyonlarin analizi
icin genellikle asagidaki yontemler kullanilmaktadir;

2.2.1 Hedef PCR

Amplifikasyonun ardindan restriksiyon enzim kesimi, hibridizasyon islemleri veya
proba dayali gercek zamanli PCR yontemleri ile alel spesifik mutasyon analizleri

mumkiindir.

2.2.2 Sanger Dizileme

Klinik genetik calismalarda altin standart olarak kabul goéren yontem kapiller

elektroforez teknigi ile gen spesifik dizilemeyi miimkiin kilar.

2.2.3 Panel veya Yolak Dizileme

YND yontemlerinin gelismesi ile birlikte ayn1 metabolik yolakta zenginlesen veya ayni
fenotipe sebep olan genlerin ayni1 anda multipleks PCR yontemi ile amplifikasyonu ve
dizilemesine dayali yontem genetik taniy1 zaman ve maliyet acisindan daha etkili hale
getirir. [[4]

2.2.4 Tiim Ekzom Sekanslama (WES) ve Tiim Genom Sekanslama (WGS)

Gelisen teknoloji ve diisen maliyet ile kullanim1 yaygin hale gelen YND platformlari
ayni anda genomda kodlama yapan tiim bolgelerin analizine veya genomun
tamaminin analizine olanak saglamaktadir.  Ozellikle WES’in Mendel kalitimh
hastaliklarin tanisindaki 6nemi yapilan bir ¢ok analiz ile ortaya konulmustur. Klinik
genetik calismalarinda oOzellikle agiklanamayan fenotiplerin ortaya konulmasinda
yaygin olarak kullanilan WES’in ilerleyen yillarda maliyet diisiisi ile birlikte yerini
WGS’e birakacagi tahmin edilmektedir. =~ WGS calismalar1 ile birlikte intronik
bolgelerdeki genetik degisimlerin fenotipe etkisinin daha net ortaya konulabilecegi
diistiniilmektedir. Yapilan WES calismalarinin kalitesinin platformlar arasinda farklilik
gostermesi ve bir cok limitasyondan otiirii saptanan degisimlerin Sanger dizileme
ile konfirmasyonunun yapilmasi gerekmektedir. Ayrica hastalarin klinik bulgulari
ile uyumlu oldugu diistinlilen aday genetik degisimlerin biyolojik akrabalarda
analizlerinin yapilmasi ve fenotip genotip korelasyon c¢alismasi aday mutasyonlarin

degerlendirilebilmesi acgisindan oldukca 6nemlidir. [|5][6]]



Ayrica YND dizileme teknolojileri metilasyon paterni, alternatif ekzon-intron
kesimi, kiicik RNA, gen ifadesi ve yeniden diizenlenmeler gibi bircok genetik
ve biyolojik olgularin analizlerinde kullanilmaktadir. Bu analizler metabolomik,
proteomik, transkriptomik gibi alanlarin gelismesini oldukc¢a hizlandirmaktadir. Omik
analizleri hiicredeki siireclerin biitiinsel olarak anlasilmasinda, patolojik durumlarin

etiyolojisinin aydinlatilmasinda ve hedef molekiillerin kesfinde oldukca énemlidir.

2.3 Yeni Nesil Dizileme Verilerinin Analizi

Platformdan elde edilen ham veriler bir dizi basamaklardan gecirilirek genetik
degisimler dogru bir sekilde elde edilmeye calisilir. Elde edilen verilerin kalite
analizlerinin yapilmasi, gerekli temizliklerin yapilmasi ve asamalarin kontrolli bir
sekilde ilerletilmesi dogru sonuclar elde etmek acisindan olduk¢a onemlidir. Ayrica
dizilenen genom bolgesinde degisim saptanan bolgenin okuma sayisinin en az 15x

olmasi sonucun dogrulugu acisindan énemlidir. [|7]

2.3.1 Ham Verinin Kalite Degerlendirmesi ve Temizlenmesi

Dizileme sirasinda meydana gelebilen kimyasal prosesler, makine hatalari, deneysel
hatalar gibi nedenlerle okuma kaliteleri olumsuz etkilenmektedir.Ornegin illumina
platformlarindan elde edilen verilerde okuma sonlarina dogru kalitenin diistiigi
bilinmektedir (Sekil2.4’de ornek bir kalite degerlendirme raporu gosterilmistir).
Elde edilen Fastq verilirinin kalite analizi gereklidir ve bunun i¢in bircok algoritma
gelistirilmistir.  Bunlardan bazilar1 FaQCs [|8], FastQC [9], FASTX-Toolkit [10]
ve PRINSEQ-lite [|11]] gibi algoritmalardir. =~ Bu yazilimlarin birbirinden iistiin
veya zaylf yanlar1 vardir ve literatiirde bu programlar1 3’ son kesimi, 5’
son kesimi, k-mer icerigi, farkli filtreleme ozellikleri bakimindan karsilastiran
calismalar bulunmaktadir[|8|].Yapilacak analizin niteligine gore daha iistiin 6zellikleri
olan algoritmanin secilmesi ve kullanilmas: tavsiye olunmaktadir. Yapilan
kalite degerlendirmesinin ardindan diisiik kaliteli okumalar ve dizileme igin
kullanilan adaptoérler uzaklastirilmalidir. Adapt6ér temizligi asamas: icinde bircok
algoritma gelistirilmistir, bunlardan Onemli olanlardan bazilar1 Cutadapt [12],
Trimmomatic [[13] ve ConDeTri [|14] algoritmalaridir. Gelistirilen algoritmalarin
hangi deneysel calismalarda hangisinin daha iyi sonuc¢ verdigine dair birbiri ile
ayrintili karsilastirmalan literatiirde yapilan ¢alismalar ile ortaya konulmustur [[15]].
Ozetle analiz edilcek YND verilerinin deneysel siirecleri ve elde edilmek istenen
ciktilar dikkate alinarak kalite kontrolii yapilmasi ve uygun bir algoritma ile gerekli
temizliklerin yapilmasi verilerden tiretilecek bilgilerin dogruluk ve hassaslig1 acisindan
onemlidir.
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Sekil 2.4 Okuma Sonlarina Dogru Gerceklesen Diisiik Kaliteyi Gosteren Kalite
Kontrol Rapor Ornegi

2.3.2 Genoma Esleme

Yapilan dizileme sonrasi elde edilen okumalarin degerlendirilebilmesi icin referans
genoma esleme yapilmasi her bir okumanin referans genomdaki yerinin belirlenmesi
gereklidir. Oldukca kritik 6neme sahip bu asama icin pek ¢ok algoritma gelistirilmis
olup bunlardan en c¢ok kullanilanlart BWA []16]], STAR [17], Bowtie 2 [18]]
ve TopHat'dir [[19]. Birbirinden farkli 6zellik, avantaj ve dezavantajlara sahip
olan algoritmalardan en uygun olani, analizi yapilan veri, kullanilan bilgisayarin
teknik ozellikleri ve dizileme yapilan platform gibi bircok parametre goz Oniine
alinarak secilmelidir. Literatiirde yapilan karsilastirma c¢alismalar ile algoritmalarin
siniflandirilmalar ortaya konulmus stire, dogruluk ve hafiza kullanimi gibi bircok
parametre acisindan degerlendirilmislerdir[20]. Ilgili birka¢ parametre ve farkl

genom esleme algoritmalar1 i¢in sonuclar Tablo 2.1 ’de gosterilmistir.

Tablo 2.1 Esleme Algoritmalarinin Karsilastirilmasi [|21]]

STAR BWA-MEM | Segemehl | Bowtie2 | BWA
Dogru Esleme %99,3 %98,9 %99,9 %98,7 %98,6
Hafiza Kullanim1 | 28,12 Gb | 5,75 Gb 70,05 Gb | 3,77 Gb | 3,85 Gb
Siire 0,99sn 186,97sn 318,72sn | 87,91sn | 166,31sn

Genoma eslemenin ardindan 6zellikle varyant analizlerinde esleme sonrasi duplike
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okumalarin uzaklastirilmas1 ve baz kalite skorunun yeniden kalibrasyonu gibi
dogrulugu arttiran islemler uygulanir[[22]]. YND analizi icin kiitiiphane hazilanmasi
sirasinda PCR artefakt: olarak tanimlanan ayni zincirden ¢ogalan kirlilikler ortaya
cikmaktadir.  Sonuclar1 etkilememesi icin Picard [23] ile duplike okumalarin
uzaklastirilmasi 6nerilmektedir [24]]. Ayrica bilinen insersiyon delesyon bolgelerinin
etrafinda lokal yeniden esleme ve baz kalite skorunun yeniden kalibrasyonu
varyant analizlerinin giivenirligini artirdig1 literatiirde yapilan calismalar ile ortaya
konulmustur [24]]. Bu prosesler varyant analizi icin gelistirilen GATK [25] algoritmasi

ile uygulanabilir.

2.3.3 Varyant Tespiti

Dizilenen ve referans genoma eslenen okumalar yapilan deneysel calismanin amacina
gore analiz edilir. Mendel kalitimli hastaliklarin tanisinda kulanilan hedef dizileme,
tim ekzom ve genom dizileme verilerinin analizinde varyant listesi olusturulur.
Referans genoma eslenen her bir okumanin koordinat basina farkli olan bazlar
tespit edilir (Sekil2.5). Diger analiz basamaklarinda oldugu gibi varyant tespiti
icin algoritmalar gelistirilmistir. Ayrica YND bazli varyant tespiti genotiplendirmeye
(heterozigot/homozigot) olanak saglamaktadir (Sekil2.6). Bunlardan en yaygin
olarak kullanilanlar GATK [25]], SAMtools [[16], freebayes [26]] ve DeepVariant
[27] olarak gosterilmektedir. Literatiirde adi gecen algoritmalar farkli platformdan
liretilmis test verileri ile karsilastirma analizlerine tabi tutulmus literatiirde cokca
yayin yapilmistir. Giinimiizde halen devam etmekte olan sistematik analizler en
dogru platform ve is akisini olusturarak biiyiik verilerin glivenli analizini saglamaya
odaklanmaktadir [[28, 29]].

2.3.4 Tespit Edilen Varyantlarin Anotasyonu

YND calismalarindan elde edilen genetik degisimlerin degerlendirip siniflandirilmasi

gerekmektedir. Degisimlerin degerlendirilebilmesi icin;
e Degisimin transkriptte nerede meydana geldigi (ekzonik, intronik, ekzon-intron
kesim bolgesi)
e Degisimin amino asit degisimine sebep olup olmadigi
e Ayni tipte mutasyonlarin ilgili gende tanimli olup olmadig1
e Toplumda goriilme siklig1

e Degisimlerin etkilerini Ongoéren in siliko algoritmalarin degisimi nasil

siniflandirdigi
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AAGTCTAG T CGTACGTACG

Sekil 2.5 Referans Genoma Eslenen Okumalardan Varyantlarin Tespiti

chr 3 position

26,506 500 by THIRES10 by MASEAI0 by
| ] | ] | ]

Sekil 2.6 YND ile Genotiplendirme
YND analizleri genotiplendirmeye de olanak saglar. Ust panoda gériildiigii gibi
degisim orani yaklasik yar: yariya ise heterozigot, alt panoda gorildigii gibi tim
okumalarda degisim gozleniyorsa homozigot olarak degerlendirilir.

gibi bircok parametre oldukca o6nemlidir. Genetik degisimlerin degerlendirmek
amaci ile ACMG (American College of Medical Genetics and Genomics) [[30] gibi
klavuzlar literatiirde bildirilmistir. Saptanan degisimlerin siniflandirildig1 ve iligkili
oldugu fenotiplerin toplandigi Clinvar [31], HGMD (The Human Gene Mutation
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Database) [|32]] ve OMIM (Online Mendelian Inheritance in Man) [|33]] gibi yaygin
kullanilan veritabanlar1 mevcuttur. Yapilan toplum siklig1 calismalarinda saglikli
bireylerde gozlenen degisimlerin ve alel frekanslarinin depolandig1 EXAC (The Exome
Aggregation Consortium) [|34]] ve gnomAD (The Genome Aggregation Database) [|35]]
gibi veri tabanlari mevcuttur. Ayrica literatiirde tanimlanmamis degisimlerin etkilerini
ongoren in siliko algoritmalar gelistirilmistir. Bu algoritmalar degisimlerin fenotipik
etkilerini tahmin etmek icin oldukc¢a 6nemlidir. 29 farkli algoritmanin tiim potansiyel
esanlamli olmayan tek niikleotid varyantlarinin tahmin verisini tutan dbNSFP gibi [36]
veritabanlar1 mevcuttur. Bir diger onemli nokta saptanan degisimlerin uluslararasi
standartlarda raporlanmasidir. Standardizasyonu ve konsensusu saglamak amaci ile
DNA, RNA ve protein diizeyinde meydana gelen degisimlerin raporlanmas: amaci ile
SVD-WG (Sequence Variant Description Working Group) tarafindan yazim terminoloji
kurallar1 yaymlanmistir [[37]]. Analiz icin gerekli anotasyon bilgilerini derleyen,
varyantlar kategorize eden siniflandiran ve 6nemli bilgileri sunan acik kaynak kodlu
ANNOVAR [38], VEP [39] ve SnpEff [40] gibi algoritmalar gelistirilmistir.

2.4 1Is Akis1 Yonetim Sistemi

Biyoinformatikte biiyiikk olcekli veri analizleri, bir¢ok islemin veya algoritmanin
sirayla yiriitiilmesini icerir. Bu akis sirasinda, bir adimin ciktis1 olan dosyalar
bir sonraki adimi beslemek durumundadir. Cok basamakli bir analizde, 6zellikle
cok ornek islenmesi durumunda, hangi adimin tamamlandigi, hangi Ornek icin
hangi adimin yapilmasi gerektigi gibi kararlari manuel olarak vermek neredeyse
imkansizdir ve hata yapma ihtimalini arttirir. Is akis1 yonetim sistemleri her bir 6rnek
icin her bir adim/algoritmanin calismasini otomatiklestirmeyi saglar ve boylelikle
tekrarlanabilirligi miimkiin kilar. Is akisi programlarindan Biopipe [41]], Taverna
[42], Galaxy [|43]], GeneProf [44]] ve PegaSys [45] gibi sistemler 6grenimi kolay
ve grafik araylizleri sayesinde kullanimlar1 kolaydir. Ruffus [46], GXP Make [47],
Bpipe [48], NextFlow [[49] ve Snakemake [|50] grafik arayiiz olmaksizin metin tabanl
diizenlemeler ile yonetilebilir. Snakemake sistemi GNU Make insa sisteminden ilham
alinarak gelistirilmistir.Snakemake oldukca esnek bir sistemdir, girdi ve ¢ikt1 dosyalari
iyi tammlanmig uygulamalar kolayca sisteme eklenebilir. Is akisinin tanimlandig
Snakefile dosyasi ve Python kurulumu yapildiktan sonra sistem kolayca calistirilabilir,
bu sayede, bir cihazda gelistirilen bir is akisi bagka bir cihazda aynen ¢alistirilabilir,
yani tasmabilirdir. Is akisinda herhangi bir degisiklik yapmadan paralel islemleri
gerceklestirmek icin islemci sayis1 kullanilan cihaza uygun sekilde ayarlanabilir ve

islemler paralel olarak yapilabilir.
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2.5 YND Galisma ve Analizlerindeki Zorluklar

YND yaklasimlari, cok sayida genin ayni anda uygun maliyetli bir sekilde test
edilmesini saglar. Ozellikle klinik kullanimlarda hedef bélge dizileme ve ekzom
sekanslama oOn plana c¢ikmaktadir. ~Hedef bolge dizileme genellikle belirli bir
fenotiple iligkili gen setlerinin panel analizlerine dayanir. Temel kisitlamalardan
birisi belirlenen genler disindaki bolgelerin analiz edilemeyisidir. Diger taraftan
tim ekzonlarin analizini miimkiin kilan tiim ekzom dizileme calismalari hedef
bolge dizilemesi veya diger testler ile tanisi konulamamis hastalar icin oldukca
onemlidir. Ancak unutulmamalidir ki tiim ekzom sekanslama yontemi, yontem
kisitlamalarina bagh olarak klinik 6neme sahip genlerin ancak yaklasik yiizde 85’ini
efektif olarak analiz edebilmektedir. Ayrica yapilan YND calismalarinda tespit
edilen genetik degisimlerin degerlendirmesi, 6zellikle hakkinda fonksiyonel ¢alisma
bulunmayan nadir mutasyonlar, oldukca zahmetlidir ve segregasyon calismalari
gerektirmektedir. Belirtilmesi gereken diger noktalardan birisi de psddogenlerin
analizi sirasinda yasanilan zorluklardir. Yiiksek dizi homolojisi gosteren genlerden
her ne kadar hepsi fonksiyonel olmasada PCR sirasinda dizi benzerliginden otiirii
psodogenlerde cogaltilmakta ve dizilenmektedir. Elde edilen verilerde saptanan
genetik degisimlerin fonksiyonel bolgede mi fonksiyonel olmayan bolgede mi oldugu
belirlenememekte ileri molekiiler yontemler ile calisma gerektirmektedir. — Bir
diger kisitlama genomdaki tekrar bolgeleri ve homopolimer boélgelerdir. Genoma
eslenen okuma verilerinde 0zellikle tekrar bolgelerinde yanlis pozitif insersiyon veya
delesyonlar goriilebilir, Sanger dizileme yontemi ile konfirmasyonunun yapilmasi
gereklidir. Dizileme maliyetlerinin diismesi ile giderek biiyiiyen genomik verinin
analizi icin kullanilan algoritmalarinda sayisi artmaktadir. Algoritmalar ile ilgili olarak
her birinin dosya formatlar1 farklilik géstermekte hatta algoritmalarin yayinlanan
siriimleri arasinda dahi farklhiliklar olmaktadir. Bircok algoritma grafik arayiiz ile
kullanilmamakta Linux iMAC gibi sistemlerde terminal de komut yazarak islem
gerektirmektedir.  Gerek kurulum gerekse kullanimdaki bu zorluklar siiriimler
arasindaki farklar ve algoritmalarin kisitlamalari ile birlesince analizler oldukca
glic hale gelmektedir. Ayrica biiylik verilerin analizi yiiksek kapasitede bellek ve
fazla sayida islemci gerektirmektedir. Is akisindaki bazi basamaklardaki islemlerin
paralel olarak gerceklestirilmesi gerekmektedir. Dolayisiyla hazirlanan is akisinin
kullanildig1 bilgisayarin 6zelliklerine bagl olarak yonetilmesi gerekir. Snakemake
sistemi kullanilan algoritmalarin kurulumu ve yonetimi konusunda oldukca kolaylik

saglamaktadir.
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3

Materyal ve Metod

3.1 Kullanilan Sisteme Genel Bakis

Biiyik olcekli biyolojik veri analizleri bircok adim icermektedir ve sirali bir sekilde
ylritiilmeleri gerekmektedir. Bu sirali islemlerin manuel olarak gerceklestirilmesi
oldukga zor ve hataya acik olup tekrarlanabilirligini saglamak miimkiin olmamaktadir.
Is akis1 yonetim sistemleri is akisindaki dosyalarin, islemlerin, girdi ve ciktilarin
tanimlanip kullanilacak algoritmalara da ortam saglayarak bu islemlerin
otomatiklesmesine ve tekrarlanabilir olmasina katki saglamaktadir. Tez calismamizda
kullandigimiz Snakemake herhangi kurulu bir paket veya girdi ve cikt1 dosya tiirii iyi
tanimlanmis internet tabanli uygulamalar ile calisabilmektedir. Snakemake tamamen
tasinabilirdir ¢linkii ‘Snakefile’ adl1 konfigiirasyon dosyasinda is akisinin calismasi i¢in
gerekli biitiin bilgiler mevcuttur ve Python kurulu herhangi bir ortamda calistirilabilir.
Bir is akis1 ’Snakefile’ dosyasinda Python diline benzer bir dil ile tanimlanir. Bu dosya
girdi dosyalarindan cikt1 dosyalarinin nasil olusturuldugunu gosteren kurallardan
olusur. Birden c¢ok dosya islenmesi durumunda girdi dosyalarinin adlarini teker
teker girilmesine gerek kalmadan, bir klasoriin igindeki biitiin dosyalarin girdi
olarak islenecegi kural olarak verilebilir[[50]. Yaptigimiz calismada YND analizi
icin gelitirilmis Snakemake ile olusturulmus bir sistem taslak olarak kullanildi
[51] ve modifiye edilerek bircok o6zelligi degistirildigi gibi analizler icin kritik
olarak degerlendirilen basamaklar eklendi. Ayrica sistem olusturulurken analiz
sirasinda kullanicinin istegine gore analizlerin rahatca gerceklestirilebilmesi icin ilgili
parametreler yapilandirma dosyasina tasindi. Sistemin genel goriiniimi ve is akisi

Sekil 3.1 de gosterilmistir.

3.2 Is Akis1 ve Sistem

3.2.1 Yapilandirma Dosyasi

Yapilandirma dosyasi is akisindaki kullanici tarafindan karar verilmesi gereken

parametrelerin tutuldugu dosyadir. YAML veya JSON formatindaki yapilandirma
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iki Yonlii Okuma
Temizligi

Tek Yonli Okuma
Temizligi

Genoma

Esleme

Baz Kalitesinin

Fastac Samtools
Stats

. Lo

' Kalite Kontrol
' Raporu

Sekil 3.1 Sistemin Genel Semasi

Tekrar Kalibrasyonu

Freebayes

Variant
Tespiti

dosyas1 yapilan analizin basamaklarinin ve ilgili

degistirilebilmesini saglar. Kullanilan referans genom, bilinen varyantlarin oldugu
veri tabani, veri temizligi parametreleri, varyant tespiti parametreleri bu dosyadan
kolayca degistirilebilir. ~Ayrica 6rnek isimleri ’sample.tsv’ dosyasinda belirtilerek

ayni anda birden fazla 6rnek analiz edilebilir. Tablo 3.1’deki 6rnek yapilandirma

IGV Raporu
Olusturulmasi

Varyantlarin
Filtrelenmesi ve

Birle;tirilmesi

parametrelerinin kolayca

dosyasindaki parametreler, kurallarin aciklandig1 boliimde tarif edilecektir.
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Tablo 3.1 Yapilandirma Dosyasi

1 samples: samples.tsv
2 ref:
name: GRCh37.75
4+ genome: data/ref/index_hgl9/hgl9.fa
5 known-variants: data/ref/common_all_20180423.vcf.gz
6 genome -vep: data/ref/GRCh37 -vep-db/homo_sapiens/96_GRCh37/
Homo_sapiens.GRCh37 .75.dna.primary_assembly.fa
7 vepdir: data/ref/GRCh37 -vep-db

o filtering:

10 vgsr: false

11 hard:

12 Snvs:

13 "QD < 2.0 || FS > 60.0 || MQ < 40.0 || MQRankSum <
-12.5 || ReadPosRankSum < -8.0"

14 indels:

15 "QD < 2.0 || FS > 200.0 || ReadPosRankSum < -20.0"

17 processing:
18 remove -duplicates: true

19 # restrict-regions: captured_regions.bed

21 params:
22 gatk:

23 HaplotypeCaller: ""

24 BaseRecalibrator: ""

25 GenotypeGVCFs: ""

26 VariantRecalibrator: ""

27 picard:

28 MarkDuplicates: "REMOVE_DUPLICATES=true"
29 trimmomatic:

30 pe:

31 trimmer:

32 - "LEADING:3"

3: - "TRAILING:3"

34 - "SLIDINGWINDOW:4:15"
35 - "MINLEN:36"

36 se:

37 trimmer:

38 - "LEADING:3"

39 - "TRAILING:3"

40 - "SLIDINGWINDOW:4:15"
41 - "MINLEN:36"

2 vcf-columns:
43 ann: [""]
4 csq: [""]

17



3.2.2 Snakefile Dosyas1 ve Kurallar
3.2.2.1 Snakefile Dosyasi

Snakefile dosyas: is akisinin basamaklarinin belirlendigi sistemdeki kurallarin ve

cikt1 dosyalarinin tanimlandig1 dosyadir. Ana kural dosyasinin icerigi Tablo 3.2’de

verilmistir. Kural dosyalar1 moduler sekilde kullanilabilir, ana kural dosyasi bagka

kural dosyalarini ¢cagirip kullanabilir (Tablo 3.2).

> include:

Tablo 3.2 Snakefile Dosyasi

"rules/common.smk"

4 ##### Target rules #H####

s rule all:

7 input:

expand ("parse-vcf/{sample}.ann.csq.tsv"

samples.index)

11 ##### Modules #####

13 include:
14 include:
15 include:
16 include:
17 include:
18 include:
19 include:
20 include:
21 include:

"rules/mapping .smk"
"rules/calling.smk"
"rules/filtering.smk"
"rules/stats.smk"
"rules/qc.smk"
"rules/annotation.smk"
"rules/vep.smk"
"rules/igv.smk"
"rules/vepparse.smk"

3.2.2.2 Kurallar

, sample=

e Baslangic Kurali: Sistemin calismasi icin gerekli girdi dosyalar ve girdilerin

iceriklerinin diizenlendigi kurallardir.

Is akisinin baslamas: icin gerekli

konfigiirasyon dosyasi ve ’samples.tsv’ dosyasi gibi dosyalar konfigiirasyon

dosyasindaki kullanicinin se¢imleri dogrultusunda tamimlanir ve is akis

baslatilir.

Tablo3.3’de gosterilmistir.
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Tablo 3.3 Baslangi¢c Kurali

1 import pandas as pd
> from snakemake.utils import validate

4+ report: "../report/workflow.rst"
s configfile: "config.yaml"

7 samples = pd.read_table(config["samples"]).set_index ("

sample", drop=False)

o units = pd.read_table(config["units"], dtype=str).
set_index (["sample", "unit"], drop=False)

0o units.index = units.index.set_levels([i.astype(str) for i
in units.index.levels]) # enforce str in index

12 contigs = pd.read_table(config["ref"]["genome"] + ".fai",

13 header=None, usecols=[0], squeeze

=True, dtype=str)

16 def get_fastq(wildcards):

17 fastqs = units.loc[(wildcards.sample, wildcards.unit)
, ["fql", "fqg2"]1].dropna()

18 if len(fastqs) == 2:

19 return {"r1": fastqs.fql, "r2": fastqs.fq2}

20 return {"r1": fastqgs.fqll}

23 def is_single_end(sample, unit):
24 return pd.isnull (units.loc[(sample, unit), "£fq2"])

27 def get_read_group(wildcards):

28 return r"-R 2@RG\tID:{sample}\tSM:{sample}\tPL:{
platform}’".format (

29 sample=wildcards.sample,

30 platform=units.loc[(wildcards.sample, wildcards.

unit), "platform"])

Kalite Kontrol Kurali: Kalite kontrol algoritmalarinin ¢aligmasini girdi ve ¢ikti
dosyalarinin diizenlendigi kural dosyasidir. Fastqc ile olusturulan raporda
dizi uzunluk dagilimi, dizi duplikasyon seviyeleri, dizi basina ortalama kalite
dagilimi, ortalama GC icerigi, ortalama kalite skorlar1 ve adaptor icerigi gibi
kritik bilgiler raporlanir ve diger uygulamlardan gelen bilgiler multiqc ile
birlestirilerek tek bir rapor olusturulur. Ayrica programlarin kurulmasi Conda
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yardimiyla proje klasorti icinde gerceklesir ve programin nasil ¢alistirilacagina
dair komut satir1 da hazir olarak alimir. Kalite kontrol kurali Tablo 3.4’de

gosterilmistir.

Tablo 3.4 Kalite Kontrol Kurali
1 rule fastqc:
2 input:
unpack (get_fastq)

4 output:

5 html="qc/fastqc/{sample}-{unit}.html",
6 zip="qc/fastqc/{sample}-{unit}.zip"

7 wrapper:

8 "0.27.1/bio/fastqc"

11 rule samtools_stats:
12 input:
13 "recal/{sample}-{unit}.bam"

14 output:

15 "gc/samtools -stats/{sample}-{unit}. txt"
16 log:

17 "logs/samtools -stats/{sample}-{unit}.log"
18 wrapper:

19 "0.27.1/bio/samtools/stats"

22 rule multiqc:

23 input:

24 expand (["qc/samtools -stats/{u.sample}-{u.unit}.
BxEY 5

25 "gc/fastqc/{u.sample}-{u.unit}.zip",

26 "gc/dedup/{u.sample}-{u.unit}.metrics.txt
S

27 u=units.itertuples()),

28 "snpeff/all.csv"

29 output:

30 report ("qc/multiqc.html", caption="../report/
multiqc.rst", category="Quality control")

31 log:

32 "logs/multiqc.log"

33 wrapper:

34 "0.33.0/bio/multiqc"

Genoma Esleme Kurali: Genoma esleme icin gerekli is akisinin diizenlendigi
girdi ve c¢ikti dosyalarinin diizenlendigi kurallan icerir. Kalite kontrol raporu

olusturulan ham veriler konfigiirasyon dosyasinda kullanici tarafindan belirtilen
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degerlere gore oncelikle trimmomatic tarafindan temizlenir. Ardindan BWA
ile genoma esleme gerceklestirilir ve kullanici istegine bagli olarak duplike
okumalar Picard ile uzaklastirilir. Yine kullanicinin istegine bagh olarak baz
kalitesine gore bir yeniden kalibrasyon yapilir ve samtools ile bam dosyalarinin

indeksleri olusturulur. Genoma esleme kurali Tablo 3.5’de gosterilmistir.

Tablo 3.5 Genoma Esleme Kurali

1 rule map_reads:

2 input:

3 reads=get_trimmed_reads

4 output:

5 temp ("mapped/{sample}-{unit}.sorted.bam")
6 params:

7 index=config["ref"] ["genome"],

8 extra=get_read_group,

9 sort="samtools",

10 sort_order="coordinate"

11 threads: 8

12 wrapper:

13 "0.27.1/bio/bwa/mem"

14 rule mark_duplicates:

15 input:

16 "mapped/{sample}-{unit}.sorted.bam"

17 output:

18 bam=temp ("dedup/{sample}-{unit}.bam"),

19 metrics="qc/dedup/{sample}-{unit}.metrics.txt"
20 params:

21 config["params"] ["picard"]["MarkDuplicates"]
22 wrapper:

23 "0.26.1/bio/picard/markduplicates"

24 Tule recalibrate_base_qualities:

25 input:

26 bam=get_recal_input (),

27 bai=get_recal_input (bai=True),

28 ref=config["ref"]["genome"],

29 known=config["ref"] ["known-variants"]
30 output:

31 bam=protected("recal/{sample}-{unitl}.bam")
32 params:
extra=get_regions_param() + config["params"]["
gatk"]["BaseRecalibrator"]
34 wrapper:
35 "0.27.1/bio/gatk/baserecalibrator"

Varyant Tespiti Kurallari:

Varyant tespiti icin gerekli dosyalar ve is akisinin diizenlendigi kural dosyalaridir.
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Sik kullanilan GATK algoritmasi veya freebayes algoritmasi konfigrasyon
dosyasinda kullanicinin hangisini kullanmak istedigine bagli olarak calisir. GATK
ile varyant tespiti icin GATK en iyi uygulamasi olarak bildirilen is akis1 (Sekil3.2)
uygulanmistir (Tablo3.6). Opsiyonel olarak eklenen freebayes algoritmasi
icin ise varsayilan olarak en az 20 derinlik ve degisen baz sayis1 5 olarak
belirlenmistir. Kullanicinin istegine gore parametreleri degistirmesi miimkiindiir
(Tablo3.7).

Raw Unmapped Reads q
UuBAM or FASTQ I;
1
[ Map to Reference ]

Raw Mapped Reads

Mark Duplicates
| |

Recalibrate Base
Quality Scores

—
——

Analysis-Ready Reads Analysis-Ready Reads

i[ﬁ

Call Variants Per-Sample

HaplotypeCaller in GVCF mode

L[ Consolidate GVCFs ]-J

Joint-Call Cohort
GenotypeGVCFs
‘ Raw SNPs + Indels [ 1 Raw SNPs + Indels [

[ Filter Variants ]
I

[ Refine Genotypes ]
| |

[ Annotate Variants }

{

Analysis-Ready [ 1

1
[ Evaluate Callset J

oMo

[ Troubleshoot ] [ Use in project ]

Sekil 3.2 GATK En Iyi Uygulamasi Is Akist



Tablo 3.6 Varyant Tespiti Kurali (GATK)

1 rule call_variants:

2

3

4

20

21

22

23

24

25

26

input:
bam=get_sample_bams,
ref=config["ref"] ["genome"],
known=config["ref"]["known-variants"],
regions="called/{contig}.regions.bed" if configl["

processing"].get("restrict-regions") else []

output:

gvcf=protected("called/{sample}.{contigl}.g.vcf.gz
")

log:
"logs/gatk/haplotypecaller/{sample}.{contig}.log"

params:
extra=get_call_variants_params

wrapper:

"0.27.1/bio/gatk/haplotypecaller"

s rule genotype_variants:

input:

ref=config["ref"]["genome"],

gvcf="called/{sample}.{contigl}.g.vcf.gz"
output:

vcf=temp ("genotyped/{sample}.{contigl}.vcf.gz")
params:

extra=config["params"] ["gatk"]["GenotypeGVCFs"]
log:

"logs/gatk/genotypegvcfs{sample}.{contig}.log"
wrapper:

"0.27.1/bio/gatk/genotypegvcts"

27 rule merge_variants:

28

29

input:
vcf=expand ("genotyped/{{samplel}}.{contigl}.vcf.gz"
, contig=contigs)

output:
vcf="genotyped/{sample}.vcf.gz"
log:
"logs/picard/merge-genotyped{sample}.log"
wrapper:

"0.27.1/bio/picard/mergevcfs"
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Tablo 3.7 Varyant Tespiti Kurali (freebayes)

1 rule samtools_index:

2 input:
"dedup/{samplel}-1.bam"
4 output:
5 "dedup/{sample}-1.bam.bai"
6 wrapper:
7 "0.37.1/bio/samtools/index"

o rule freebayes:

10 input:

1 ref=config["ref"]["genome"],

12 samples="dedup/{sample}-1.bam",

13 index= "dedup/{samplel}-1.bam.bai"

14 output:

15 "filtered/{sample}.vcf"

16 log:

17 "logs/freebayes/{sample}.log"

18 params:

19 extra="-C 5 --min-coverage 20 ",
20 chunksize=10000000

21 threads: 4
22 wrapper:
23 "0.36.0/bio/freebayes"

Varyant Filtreleme Kurali: Tespit edilen varyantlarin filtreleme islemlerinin
tanimlandig kural dosyasidir (Tablo3.8).

Annotasyon Kurallari: Tespit edilen varyantlarin degerlendirmesine iliskin
veri tabanlarindaki bilgilerin toplanmasi ile ilgili is akisin1 diizenleyen kural
dosyalaridir. Literatiirde sikca adi gecen SnpEff ve VEP algoritmalarinin her
ikiside is akis1 yonetim sistemine eklenmis calismalari icin gerekli komut ve
girdi cikt1 dosyalar1 Tablo3.9 (SnpEff) ve Tablo3.10 (VEP) gosterildigi iizere
olusturulmustur.
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Tablo 3.8 Varyant Filtreleme Kurali

rule select_calls:
input:
ref=config["ref"]["genome"],
vcf="genotyped/{sample}.vcf.gz"
output:

vcf=temp("filtered/{sample}.{vartypel}.vcf.gz")

params:
extra=get_vartype_arg
log:

"logs/gatk/selectvariants/{sample}.{vartypel}.log"

wrapper:
"0.27.1/bio/gatk/selectvariants"
rule hard_filter_calls:
input:

ref=config["ref"] ["genome"],

vcf="filtered/{sample}.{vartype}.vcf.gz"

output:
vcf=temp("filtered/{samplel}.{vartypel.
hardfiltered.vcf.gz")
params:
filters=get_filter

log:
"logs/gatk/variantfiltration/{sample}.{vartypel.
10g"
wrapper:

"0.27.1/bio/gatk/variantfiltration"

Tablo 3.9 Anotasyon Kurali (SnpEff)

rule snpeff:
input:
"filtered/{sample}.vcf.gz",
output:
vcf=report ("annotated/{sample}.vcf.gz"
../report/vcf.rst", category="Calls"),
csvstats="snpeff/{sample}.csv"

log:
"logs/snpeff{samplel}.log"
params:
reference=config["ref"] ["name"],
extra="-Xmx6g"
threads: 4
wrapper:

"0.27.1/bio/snpeff"

25
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10

11

12

Tablo 3.10 Anotasyon Kurali (VEP)

rule veptest:

input:
vcf="annotated/{sample}.vcf.gz",
genome=config["ref"] ["genome-vep"],
vepdir=config["ref"]["vepdir"]
output:
"vep/{samplel}.vep.vcf"
conda:
"../envs/vep.yaml"
threads: 4

shell:
"vep --verbose --offline --everything --fa {input
.genome} --gencode_basic --cache --dir {input.vepdir}
--fork 4 -i {input.vcf} --vcf -o {outputl}"

Annotasyon Cikti Dosyasinin Diizenlenme Kurali: Her bir varyant icin elde

edilen ve ¢ikt1 vef dosyasinin bir kolonunda tutulan bilgilerin diizenlenmesini

iceren kural dosyasidir. Tablo3.11’de belirtildigi gibi R dilinde yazilmis basit

komutlar yardimiyla VCF formatindaki dosya islenmistir.

1

10

11

12

16

Kural dosyasinin calismasi i¢in gerekli komut dosyasi ise Tablo

Tablo 3.11 Annotasyon Cikt1 Dosyasinin Diizenlenme Kurali

rule strip_vcf_comments:
input: "vep/{samplel}.vep.vct"
output: temp("parse-vcf/{sample}.anno.vcf.nocomment")
shell:
"sed -e ’s/~#//’ {input} > {outputl}"
rule extract_ann_csq:

input: "parse-vcf/{sample}.anno.vcf.nocomment"
output: "parse-vcf/{sample}.ann.csq.tsv"
params:

ann= config["vcf-columns"]["ann"],

csq= config["vcf-columns"]["csq"],

sample_name = lambda w: w.sample
#sample={{samplel}}
conda: "../envs/tidyverse.yml"
script:

"../extract-ann-csq-vcf.R"

gosterilmistir.
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Tablo 3.12 Kural Dosyasinin Calismasi Icin Gerekli Komut Dosyas1

1 filename <- snakemake@input [[1]]

> contents <- read_tsv(filename, comment="#")

;s sample_name <- snakemake@params$sample_name

+ main_cols <- c("CHROM","POS","ID","REF","ALT","QUAL","
FILTER")

s ann_cols <- snakemake@params$ann

6 csq_cols <- snakemake@params$csq

7 cols_to_pick <- c(main_cols,ann_cols,csq_cols)

s ann_col_headers <- c(")

9 csq_col_headers <- c(")

0 zip_last_columns <-. %>%
1 mutate (temp=map2(strsplit (FORMAT,":"), strsplit ((!!sym(
sample_name)),":"), “paste0(.x,":",.y))) %>%

2 unnest (temp) %>%

13 separate (temp, into=c("key","value"), sep=":") ¥%>%
14 spread (key ,value) %>%

15 select (-FORMAT, -(!!sym(sample_name))) %>%

16 mutate (GT_text=case_when(GT == "0/1" ~ "Het",GT == "1/1
" ~ "Homo",TRUE ~ "Other"))

17 pick_expand_ann_csq <- . %>%

18 separate_rows (INFO,sep=";") %>%

19 separate (INFO, c("key","value"),sep="=") %>%

20 filter (key=="ANN" | key=="CSQ") %>%

21 spread (key,value) %T>%

2 { select(., id_snp,CSQ) %>%

23 separate_rows (CSQ,sep=",") %>%

24 separate (CSQ,sep="\\|", into=csq_col_headers) ->>
csq_raw } %>%

s select(-CSQ) %>%

26 separate_rows (ANN,sep=",") %>%
27 separate (ANN,sep="\\|", into=ann_col_headers) %>%
28 full_join(csq_raw, by=c("id_snp", "allele", "feature_id

"="feature"))
20 parsed_pool <- contents %>%
5 mutate(id_snp=row_number ()) %>%
51 zip_last_columns () %>%
»  pick_expand_ann_csq() %>%

group_by (id_snp) %>%

34 mutate (id_eff=row_number ()) %>%
55 ungroup () %>%
56 mutate(ann_id=paste("ANN",id_snp,id_eff,sep=".")) %>%
37 select (one_of (cols_to_pick))
s write_tsv (parsed_pool, snakemake@output [[1]])
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e Tespit Edilen Varyantlarin Goriintii Raporu: Tespit edilen varyantlarin interaktif
olarak IGV ile goriintiilenmesi icin gerekli raporu olusturan islemleri diizenleyen
kural dosyasidir (Tablo3.13).

Tablo 3.13 Tespit Edilen Varyantlarin Gorlintii Raporu Kurali

1 rule igv_report:

2 input:
fasta=config["ref"]["genome"],

4 vcf="vep/{sample}.vep.vcf",

5 tracks=["recal/{sample}-1.bam"]

6 output:

7 "igv/{samplel}.igv-report.html"

8 params:

9 extra=""

10 log:

1 "logs/{samplel}.igv-report.log"
12 wrapper:
13 "0.35.1/bio/igv-reports"
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4

Sonuc¢ ve Tartisma

4.1 Bulgular

Materyal metod boliimiinde behsedilen is akisi ile ii¢ farkli ¢ikti dosyasi iiretilir.
Birincisi her bir varyantin anote edildigi dosya, digeri kalite kontrol raporu
diye belirtilen ham verinin kalitesi ile ilgili bilgilerin bulundugu dosya sonuncu
olarak ise IGV raporu dosyasidir. Ozellikle varyant analizlerinde ham verilerin
degerlendirilebilmesi icin kritik olan bu dosyalarin otomatik olarak olusturulmasi
hata oranmini diistirmektedir. Gelistirdigimiz is akisinin pratikligini ve siiresini test
etmek maksadiyla 6rnek olarak 12 ham veri dosyasi (toplam 150 milyon okuma)
kullanilmis ve islenmistir. Ham veri dosyalari bir klasore tasindiktan sonra Snakemake
ayar dosyasinda ayarlar girilmis ve is akis1 baslatilmistir. Snakemake, her bir dosya
icin 9 kural/basamagin calistirilacagini ve toplamda 109 is/basamak calistiracagini
belirtmistir. Dosyalarin analizi sirasinda herhangi bir manuel miidahale yapilmamais
ve yaklasik 60 dakika sonra analiz tamamlanmistir. Bu 6rnek, 10 CPU ve 32 GB
hafizas: olan bir bilgisayarda gerceklestirilmistir. Islem sayisi ve siiresi Sekil 4.1’de
Ozetlenmistir. Ayrica is akisi sirasinda herhangi bir kesinti olustugunda ve sonrasinda
tekrar calistirildiginda is akis1 kaldig1 yerden devam edebilmektedir, islemler bastan
baslatilmamaktadir.

4.1.1 Anotasyon Raporu

Her bir genetik degisim icin bir cok veri tabanindan degisimin degerlendirilebilmesi
icin bilgi toplanmakta ve tablo halinde kullaniciya sunulmaktadir. Toplamda her bir
varyant icin yaklasik 80 farkli bilgi toplanmakta ve degisimin degerlendirilebilmesi icin

kullaniciya raporlanmaktadir. Bunlardan bazi 6nemli olanlarini aciklayacak olursak;

e Genetik Degisimin Koordinati ve Degisim: Rapor dosyasinda ilk sirada bu bilgiler
gelir Her bir degisim icin referans genoma gore kromozom ve koordinat bilgisi
ayrica referanstaki baz ve hangi baza doniisiim oldugu bilgisi tutulur. Bu her

bir degisim icin sabittir ve baska nerede sorgu yapilacak olunursa olunsun bu
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Provided cores: 10
Rules claiming more threads will be scaled down.
Job counts:

count jobs

1 all

12 extract_ann_csq
12 freebayes

12 map_reads

12 mark_duplicates
12 samtools_index
12 snpeff

12 strip_vcf_comments
12 trim_reads pe
12 veptest

109

Tue Dec 17 16:00:16 2019

[Tue Dec 17 17:00:37 2019]

Finished job 0.

109 of 109 steps (100%) done

Complete loa: /home/test/Desktop/snakemake/.snakemake/’

Sekil 4.1 Snakemake Ile Gerceklestirilen Ornek Bir Galismanin Siiresi ve islem Sayisi
12 Dosya i¢in ¢alistirilan is akist her bir kurali her bir dosya i¢in ¢alistirir. 10 islemci
kullanildiginda tiim is akis1 yaklasik 1 saatte tamamlanmaktadir.

bilgiler kullanilacaktir.

e Genotip: Her bir degisim icin genotip bilgisi rapor dosyasinda kullaniciya
sunulur. Bu bilgi genetik degisimlerin degerlendirilmesi icin oldukca 6nemlidir.
Ciinki genlerin kalittim modeline gore degerlendirme yapilmas: gerekmektedir.
Ornegin, resesif kalitilan bir gendeki heterozigot degisim fenotip olusturmazken

dominant bir gende meydana gelen heterozigot bir degisim fenotip olusturabilir.

e Okuma Derinligi ve Degisim Orani: Her bir degisim basina ka¢ okuma
diistiigii ve referans ile degisim orani raporda verilmektedir. Burada iki sey
onemlidir. Birincisi okuma derinligi arttik¢a saptamanin dogrulugu artmaktadir.
Dolayisiyla degisim degerlendirilirken bu bilgi oldukca énemlidir. Ikincisi ise
somatik mutasyonlarda ve psodogene sahip genlerdeki degisimlerde degisim

oranlari varyantlarin degerlendirilmesi i¢in 6nem arz etmektedir.

e Gen Adi ve Transkript: Her bir degisimin meydana geldigi gen ismi son raporda
kullanictya sunulmaktadir. Bu bilgi bircok acidan onemli olsa da en kritik

nokta genotip-fenotip iligkisinin kurulmasidir. Degisimin hangi gende meydana
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geldiginin bilinmesi analizin en kritik adimlarindandir. Transkript bilgisi de en
az gen ismi kadar onemlidir. Bu yiizden, gelistirdigimiz is akisinda, her bir
degisimin meydana geldigi genin her bir transkripti icin verilen bilgiler ayr
satira basilarak raporlanmaktadir. Béylece kullaniciya kendi ¢alistig: transkripte

gore analiz imkani sunulmaktadir.

Degisimin Meydana Geldigi Ekzon: Saptanan genetik degisimin her bir
transkript icin hangi ekzonda veya intronda meydana geldigi bilgisi de raporda
belirtilir. Bu bilgi, 6zellikle manuel olarak bam dosyasindan yapilacak manuel

kontrolleri kolaylastirmaktadir.

HGVS Yazimi: Uluslararas: olarak kabul gormiis, genetik degisimlerin yazilimi
icin kurulan konsensusun belirledigi varyant yazim kurallarina gore saptanan

her bir genetik degisim her bir transkripte gore ayri ayri rapora eklenir.

Clinvar Veri Tabami ve Literatiir Bilgisi: Yaygin olarak kullanilan genetik
degisimlerin klinik etkilerinin literatiir bilgisine dayanilarak siniflandirildig veri
tabani olan clinvar veri tabanindan eger saptanan genetik degisimle ilgili girdi
mevcutsa rapora eklenmektedir. Ayrica, degisimlerle ilgili yapilan bilimsel
calismalarin PubMed numaralar1 da kullanicilara degisimleri efektif olarak

degerlendirilebilmeleri icin sunulmaktadir.

Proteindeki Domain Bilgisi: Genetik degisimin meydana geldigi koordinatin
kodlanan proteinde hangi domaine denk geldiginin bilgisi de raporda
sunulan bir bilgidir. Bilgi, degisimin protein iizerine fonksiyonel etkilerinin

degerlendirilmesi icin 6nemlidir.

Alel Frekansi: Saptanan degisimlerin yapilan toplum siklig1 caligmalarinda
saglikli insanlarda ne kadar goriildiigii bilgisi ilgili veritabanlarindan alinarak
kullanicilara sunulmaktadir. Bu bilgi bir degisimin degerlendirmesi acisindan
onemlidir ciinkii toplumda sik goriilen degisimlerin fenotipik etkilerinin ya da

hastalik sebebi olmasinin ihtimali azdir.

4.1.2 Kalite Kontrol Raporu

Analiz edilcek YND verilerinin deneysel siirecleri ve elde edilmek istenen ciktilar

dikkate alinarak kalite kontrolii yapilmasi ve uygun bir algoritma ile gerekli

temizliklerin yapilmasi verilerden iiretilecek bilgilerin dogrulugu ve hassashgi

acisindan onemlidir. Olusturulan is akisi, kullanici verisinin analizine baslamadan

once kalite kontrolii yapabilmesini saglayan kalite kontrol dosyasini otomatik olarak

olusturmaktadir. Ayrica birden fazla dosyanin analizinde de tek bir kalite kontrol

dosyas1 olusturulmakta ve her bir Ornegin bilgileri tek raporda toplanmaktadir.
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Olusturulan raporda dizi uzunluk dagilimi, dizi duplikasyon seviyeleri, dizi basina
ortalama kalite dagilimi, ortalama GC icgerigi, ortalama kalite skorlar1 ve adaptor
icerigi gibi 6nemli bilgiler kullaniciya sunulmaktadir. Sekil 4.2’de bazi 6rnek raporlar
gosterilmistir.

A FastQC: Sequence Length Distribution B FastQC: Sequence Duplication Levels

C FastQC: Mean Quality Scores D FastQC: Per Sequence GC Content

— |
— —— |
|l__" sl - — ' Ih

: — SCY

$ 752 TR

ks l.,;u., AN ‘||

7 WY

Sekil 4.2 Ornek Kalite Kontrol Rapor Icerigi
A) Dizi Uzunluk Dagilimi B) Dizi Duplikasyon Seviyeleri C) Ortalama Kalite Skorlari
D) Ortalama GC icerigi

4.1.3 1IGV Raporu

Is akisina dahil edilen ve otomatik olarak olusturulan bu dosya kullanicinin analiz
sirasinda isini oldukca kolaylastirmaktadir.  Ozellikle varyant analizlerinde her
ne kadar olusturulan anotasyon dosyasindan degisimler degerlendirilebilse de IGV
gorlintlisi ile interaktif olarak yapilan analizler yontem kisitlamalari nedeniyle
olusacak hatalar1 en aza indirmektedir. Saptanan her bir degisimin interaktif olarak

IGV goriintiistiniin sunuldugu rapor dosyasinin bir 6rnegi sekil 4.3’te gosterilmistir.
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Sekil 4.3 Ornek IGV Raporu

4.2 Tartisma

Yeni Nesil Dizileme verilerinin analizi i¢in agik kaynak kodlu bir cok algoritma
gelistirilmistir. Bu algoritmalar kullanilarak gerceklestirilen analizler vakit almakta
ve kodlama bilgisi gerektirmektedir. Her bir algoritmanin girdi ve cikti dosyalari
farklilik gostermekte ve hatta algoritmalarin stirlimleri arasinda bile 6nemli farklar
olmaktadir dolayisiyla otomasyonun saglanmasi gerekmektedir. Kisith sayida olsa da
literatiirde acik kaynak kodlu is akislar1 yaymlanmistir [[52]]. Ayrica ticari olarak da
ozellikle varyant analizlerini gerceklestirmek iizere is akisi sistemleri gelistirilmistir.
Ancak bunlar gelistiricilerin belirledigi algoritmalar ve parametreler dogrultusunda
calismaktadir. Biz calismamizda literatiirde varyant analizlerinde efektif oldugu
ortaya konulan algoritmalari opsiyonel olarak kullanicilara sunmakla birlikte analiz
parametrelerini degistirebilme imkani1 sunduk. Literatiirde yapilan ¢alismalar ile is
akis1 sistemleri birbirleri ile karsilagtirilmis farklar1 ortaya konulmustur [53]]. Is akist
olustururken kullanilan Snakemake is akisi olusturmak icin gelistirilen algoritmalar
arasinda manipiilasyonu kolay olan ve girdi cikti dosyalarinin kolayca tanimlanabildigi
bir algoritmadir, Nextflow [[49]] gibi algoritmalar ile karsilastirildiginda kullanimi
oldukca kolaydir. Gelistirilen is akisina ileri calismalar ile ACMG kilavuzuna gore
her bir varyantin anote edilmesi varyant degerlendirmesi icin anlamli olacaktir.
Literatiirde yapilan calismalarda bu kilavuza gore degerlendirme i¢in algoritmalar
gelistirilmistir [|54]] ve is akisina eklenmesi planlanmaktadir. Bunun yamni sira ham
veriden elde edilen varyantlarin degerlendirilmesi sirasinda gen fenotip iliskisinin
bilinmesi varyantlarin degerlendirilmesi esnasinda kritik oneme sahiptir OMIM
ve HPO (Human Phenotype Ontology) [55] gibi veri tabanlarindan gen fenotip

iliskilerinin indirilip her bir gen icin en son olusturulan anotasyon dosyasinda

33



eklenmesi ilerleyen calismalar icin planlanmaktadir. Ilerleyen calismalarda eklenmesi
diistiniilen bir diger 6zellik ise ham verilerden genomdaki kopya sayis1 degisimlerinin
analizlerine imkan saglayabilmektir. Bunun icin farkl teknikler ile gelistirilmis bircok
algoritma mevcuttur [|56]]. En kullanilabilir olanin secilip is akisina eklenmesi 6zellikle
kopya sayisina bagl fenotiplerin ortaya konulmasi acisindan 6nem tasimaktadir.
Ayrica gelistirilen sistemin Windows isletim sisteminde denemelerinin yapilmasi ve

gerekli optimizasyonlarin saglanmasi kullanilabilirligini arttiracaktir.

4.3 Sonug

Yapilan calismada Illumina YND platformundan elde edilen ham verilerin 6zellikle
mutasyon tespiti calismalarinda analizinin otomasyonu iyilestirilmistir. ~ Ayrica
gelistirilen sistem birden ¢ok asama gerektiren ve 6rnek sayisi arttikca karmasiklasan
islemleri otomatik hale getirmistir ~ Bu tez calismasinda YND analizleri igin
kullanlan algoritmalarin belirli siiriimleri otomatik olarak kurulmus béylelikle stirim
farklarindan kaynaklanan uyumsuzluklar en aza indirilmistir. Ayrica, girdi/cikt1
dosyalar1 ve yapilacak islemler tek bir dosyada belirtilmis ve boylelikle tek bir
kod ile analiz yapilabilir hale gelmistir Sonuc olarak o6zellikle yazilim bilgisi
gerektiren analizler molekiiler biyologlar icin kolay hale gelmistir. Kullanici tarafindan
degistirilmesi muhtemel parametreler bir ayar veya yapilandirma dosyasinda
toplanmis bdylelikle kullanicinin algoritma calistirmak icin kurallar dosyasinda
program bilgisi gerektiren degisiklik yapmasina gerek kalmamistir. Bu parametreler
su sekilde siralanabilir; veri temizligi parametreleri, genoma esleme parametreleri
ve ilgilenilen anotasyon kaynaklari. Ozellikle belirtilmesi gereken bir diger nokta
ise varyant tespiti icin gelistirilen ve altin standart olarak gosterilen GATK ve
Freebayes algoritmalarinin her ikisi de sisteme eklenmis, kullanici istedigi algoritmay1
ayar dosyasinda belirterek kullanabilmektedir. Ayrica tespit edilen degisimlerin
anotasyonu i¢in tek bir algoritma kullanilmamis sik kullanilan SnpEff ve VEP

algoritmalarinin her ikisi de varyant anotasyonu i¢in is akisina eklenmistir.

Ozetle, analiz edilcek ham veriler 6rnek dosyasinda tanimlanip islemler baslatildiktan
sonra verilerin kalite kontrol raporu, anote edilmis varyant listesi ve interaktif
analizi saglayan IGV raporu sistemden alinmaktadir. Ayrica manuel analiz yapmak
isteyen kullanicilar icin bam dosyalar1 tutulmakta gerekli klasorlerden alinip
kullanilabilmektedir. Yapilacak ileri calismalar ile de olusturulan algoritma daha

kullanilabilir hale getirilmelidir.

34



Kaynakca

[3]

[10]

[11]

Z. S. Lodish H Berk A, Mutations: Types and Causes. New York: W. H. Freeman,
2000.

NIH. (). What kinds of gene mutations are possible? [Online]. Available:
https : // ghr . nlm . nih . gov / primer / mutationsanddisorders /
possiblemutations (visited on 10/10/2019).

J. Sequeiros, M. Paneque, B. Guimaraes, E. Rantanen, P Javaher, I. Nippert,
J. Schmidtke, H. Kiaridainen, U. Kristoffersson, and J.-J. Cassiman, “The wide
variation of definitions of genetic testing in international recommendations,
guidelines and reports,” Journal of Community Genetics, vol. 3, no. 2, pp. 113-
124, Feb. 2012.

S. H. Katsanis and N. Katsanis, “Molecular genetic testing and the future of
clinical genomics,” Nature Reviews Genetics, vol. 14, no. 6, pp. 415-426, May
2013.

A. Kiezun, K. Garimella, R. Do, N. O. Stitziel, B. M. Neale, P J. McLaren, N.
Gupta, P Sklar, P E Sullivan, J. L. Moran, C. M. Hultman, P Lichtenstein, P
Magnusson, T. Lehner, Y. Y. Shugart, A. L. Price, P I. W. de Bakker, S. M. Purcell,
and S. R. Sunyaev, “Exome sequencing and the genetic basis of complex traits,”
Nature Genetics, vol. 44, no. 6, pp. 623-630, May 2012.

J. O. Kitzman, M. W. Snyder, M. Ventura, A. P Lewis, R. Qiu, L. E. Simmons, H. S.
Gammill, C. E. Rubens, D. A. Santillan, J. C. Murray, H. K. Tabor, M. J. Bamshad,
E. E. Eichler, and J. Shendure, “Noninvasive whole-genome sequencing of a
human fetus,” Science Translational Medicine, vol. 4, no. 137, 137ra76-137ra76,
Jun. 2012.

K. Song, L. Li, and G. Zhang, “Coverage recommendation for genotyping
analysis of highly heterologous species using next-generation sequencing
technology,” Scientific Reports, vol. 6, no. 1, Oct. 2016.

C.-C. Lo and P S. G. Chain, “Rapid evaluation and quality control of next
generation sequencing data with FaQCs,” BMC Bioinformatics, vol. 15, no. 1,
Nov. 2014.

R. M. Leggett, R. H. Ramirez-Gonzalez, B. J. Clavijo, D. Waite, and R. P Davey,
“Sequencing quality assessment tools to enable data-driven informatics for high
throughput genomics,” Frontiers in Genetics, vol. 4, 2013.

G. Hannon. (). Fastx-toolkit, [Online]. Available: http://hannonlab.cshl.
edu/fastx_toolkit.. (29.10.2019).

R. Schmieder and R. Edwards, “Quality control and preprocessing of
metagenomic datasets,” Bioinformatics (Oxford, England), vol. 27, no. 6,
pp. 863-864, Mar. 2011, PMID: 21278185, 1ssN: 1367-4811.

35


https://ghr.nlm.nih.gov/primer/mutationsanddisorders/possiblemutations
https://ghr.nlm.nih.gov/primer/mutationsanddisorders/possiblemutations
http://hannonlab.cshl.edu/fastx_toolkit.
http://hannonlab.cshl.edu/fastx_toolkit.

[12]

[13]

[14]

[15]

[16]

[17]

[18]

[19]

[20]

[21]

[22]

[23]
[24]

[25]

[26]

M. Martin, “Cutadapt removes adapter sequences from high-throughput
sequencing reads,” EMBnet.journal, vol. 17, no. 1, p. 10, May 2011.

A. M. Bolger, M. Lohse, and B. Usadel, “Trimmomatic: A flexible trimmer for
llumina sequence data,” Bioinformatics, vol. 30, no. 15, pp. 2114-2120, Apr.
2014.

L. Smeds and A. Kiinstner, “ConDeTri - a content dependent read trimmer for
illumina data,” PLoS ONE, vol. 6, no. 10, M. J. Donlin, Ed., e26314, Oct. 2011.

C. D. Fabbro, S. Scalabrin, M. Morgante, and E M. Giorgi, “An extensive
evaluation of read trimming effects on 1llumina NGS data analysis,” PLoS ONE,
vol. 8, no. 12, J.-S. Seo, Ed., e85024, Dec. 2013.

H. Li and R. Durbin, “Fast and accurate short read alignment with
burrows-wheeler transform,” Bioinformatics, vol. 25, no. 14, pp. 1754-1760,
May 2009.

A. Dobin, C. A. Davis, E Schlesinger, J. Drenkow, C. Zaleski, S. Jha, P Batut,
M. Chaisson, and T. R. Gingeras, “STAR: Ultrafast universal RNA-seq aligner,”
Bioinformatics, vol. 29, no. 1, pp. 15-21, Oct. 2012.

B. Langmead and S. L. Salzberg, “Fast gapped-read alignment with bowtie 2,”
Nature Methods, vol. 9, no. 4, pp. 357-359, Mar. 2012.

C. Trapnell, L. Pachter, and S. L. Salzberg, “TopHat: Discovering splice junctions
with RNA-seq,” Bioinformatics, vol. 25, no. 9, pp. 1105-1111, Mar. 2009.

R. Lindner and C. C. Friedel, “A comprehensive evaluation of alignment
algorithms in the context of RNA-seq,” PLoS ONE, vol. 7, no. 12, S. L. Salzberg,
Ed., e52403, Dec. 2012.

C. Otto, P E Stadler, and S. Hoffmann, “Lacking alignments? the
next-generation sequencing mapper segemehl revisited,” Bioinformatics,
vol. 30, no. 13, pp. 1837-1843, Mar. 2014.

M. A. DePristo, E. Banks, R. Poplin, K. V. Garimella, J. R. Maguire, C. Hartl, A. A.
Philippakis, G. del Angel, M. A. Rivas, M. Hanna, A. McKenna, T. J. Fennell,
A. M. Kernytsky, A. Y. Sivachenko, K. Cibulskis, S. B. Gabriel, D. Altshuler,
and M. J. Daly, “A framework for variation discovery and genotyping using
next-generation DNA sequencing data,” Nature Genetics, vol. 43, no. 5, pp. 491-
498, Apr. 2011.

Picard toolkit, http://broadinstitute.github.io/picard/, 2019.

S. Tian, H. Yan, M. Kalmbach, and S. L. Slager, “Impact of post-alignment
processing in variant discovery from whole exome data,” BMC Bioinformatics,
vol. 17, no. 1, Oct. 2016.

A. McKenna, M. Hanna, E. Banks, A. Sivachenko, K. Cibulskis, A. Kernytsky, K.
Garimella, D. Altshuler, S. Gabriel, M. Daly, and M. A. DePristo, “The genome
analysis toolkit: A MapReduce framework for analyzing next-generation DNA
sequencing data,” Genome Research, vol. 20, no. 9, pp. 1297-1303, Jul. 2010.

E. Garrison and G. Marth, Haplotype-based variant detection from short-read se-
quencing, 2012. arXiv: (1207 .3907 [g-bio.GN].

36


http://broadinstitute.github.io/picard/
http://arxiv.org/abs/1207.3907

[27]

[28]

[29]

[30]

[31]

[32]

[33]

[34]

R. Poplin, P-C. Chang, D. Alexander, S. Schwartz, T. Colthurst, A. Ku, D.
Newburger, J. Dijamco, N. Nguyen, P T. Afshar, S. S. Gross, L. Dorfman, C. Y.
McLean, and M. A. DePristo, “A universal SNP and small-indel variant caller
using deep neural networks,” Nature Biotechnology, vol. 36, no. 10, pp. 983—
987, Sep. 2018.

M. Kumaran, U. Subramanian, and B. Devarajan, “Performance assessment of
variant calling pipelines using human whole exome sequencing and simulated
data,” BMC Bioinformatics, vol. 20, no. 1, Jun. 2019.

J. Chen, X. Li, H. Zhong, Y. Meng, and H. Du, “Systematic comparison of
germline variant calling pipelines cross multiple next-generation sequencers,”
Scientific Reports, vol. 9, no. 1, Jun. 2019.

S. Richards, N. Aziz, S. Bale, D. Bick, S. Das, J. Gastier-Foster, W. W. Grody,
M. Hegde, E. Lyon, E. Spector, K. Voelkerding, and H. L. Rehm, “Standards
and guidelines for the interpretation of sequence variants: A joint consensus
recommendation of the american college of medical genetics and genomics and
the association for molecular pathology,” Genetics in Medicine, vol. 17, no. 5,
pp. 405-423, Mar. 2015.

M. J. Landrum, J. M. Lee, G. R. Riley, W. Jang, W. S. Rubinstein, D. M. Church,
and D. R. Maglott, “ClinVar: Public archive of relationships among sequence
variation and human phenotype,” Nucleic Acids Research, vol. 42, no. D1,
pp- D980-D985, Nov. 2013.

P D. Stenson, M. Mort, E. V. Ball, K. Shaw, A. D. Phillips, and D. N. Cooper, “The
human gene mutation database: Building a comprehensive mutation repository
for clinical and molecular genetics, diagnostic testing and personalized genomic
medicine,” Human Genetics, vol. 133, no. 1, pp. 1-9, Sep. 2013.

M. Johns Hopkins University (Baltimore. (). Online mendelian inheritance in
man, omlm®, [Online]. Available: https://omim.org/. (29.11.2019).

M. Lek, K. J. Karczewski, E. V. Minikel, K. E. Samocha, E. Banks, T. Fennell,
A. H. O’Donnell-Luria, J. S. Ware, A. J. Hill, B. B. Cummings, T. Tukiainen,
D. P Birnbaum, J. A. Kosmicki, L. E. Duncan, K. Estrada, E Zhao, J. Zou, E.
Pierce-Hoffman, J. Berghout, D. N. Cooper, N. Deflaux, M. DePristo, R. Do,
J. Flannick, M. Fromer, L. Gauthier, J. Goldstein, N. Gupta, D. Howrigan, A.
Kiezun, M. I. Kurki, A. L. Moonshine, P Natarajan, L. Orozco, G. M. Peloso,
R. Poplin, M. A. Rivas, V. Ruano-Rubio, S. A. Rose, D. M. Ruderfer, K. Shakir,
P D. Stenson, C. Stevens, B. P Thomas, G. Tiao, M. T. Tusie-Luna, B. Weisburd,
H.-H. Won, D. Yu, D. M. Altshuler, D. Ardissino, M. Boehnke, J. Danesh, S.
Donnelly, R. Elosua, J. C. Florez, S. B. Gabriel, G. Getz, S. J. Glatt, C. M.
Hultman, S. Kathiresan, M. Laakso, S. McCarroll, M. I. McCarthy, D. McGovern,
R. McPherson, B. M. Neale, A. Palotie, S. M. Purcell, D. Saleheen, J. M. Scharf,
P Sklar, P E Sullivan, J. Tuomilehto, M. T. Tsuang, H. C. Watkins, J. G. Wilson,
M. J. Daly, and D. G. MacArthur, “Analysis of protein-coding genetic variation
in 60, 706 humans,” Nature, vol. 536, no. 7616, pp. 285-291, Aug. 2016.

37


https://omim.org/

[35]

[36]

[37]

[38]

[39]

[40]

[41]

[42]

[43]

[44]

[45]

K. J. Karczewski, L. C. Francioli, G. Tiao, B. B. Cummings, J. Alféldi, Q. Wang,
R. L. Collins, K. M. Laricchia, A. Ganna, D. P Birnbaum, L. D. Gauthier, H.
Brand, M. Solomonson, N. A. Watts, D. Rhodes, M. Singer-Berk, E. M. England,
E. G. Seaby, J. A. Kosmicki, R. K. Walters, K. Tashman, Y. Farjoun, E. Banks,
T. Poterba, A. Wang, C. Seed, N. Whiffin, J. X. Chong, K. E. Samocha, E.
Pierce-Hoffman, Z. Zappala, A. H. O’'Donnell-Luria, E. V. Minikel, B. Weisburd,
M. Lek, J. S. Ware, C. Vittal, I. M. Armean, L. Bergelson, K. Cibulskis, K. M.
Connolly, M. Covarrubias, S. Donnelly, S. Ferriera, S. Gabriel, J. Gentry, N.
Gupta, T. Jeandet, D. Kaplan, C. Llanwarne, R. Munshi, S. Novod, N. Petrillo,
D. Roazen, V. Ruano-Rubio, A. Saltzman, M. Schleicher, J. Soto, K. Tibbetts, C.
Tolonen, G. Wade, M. E. Talkowski, B. M. Neale, M. J. Daly, and D. G. M. and,
“Variation across 141, 456 human exomes and genomes reveals the spectrum
of loss-of-function intolerance across human protein-coding genes,” Jan. 2019.

X. Liu, C. Wu, C. Li, and E. Boerwinkle, “dbNSFP v3.0: A one-stop database
of functional predictions and annotations for human nonsynonymous and
splice-site SNVs,” Human Mutation, vol. 37, no. 3, pp. 235-241, Jan. 2016.

J. T. den Dunnen, R. Dalgleish, D. R. Maglott, R. K. Hart, M. S. Greenblatt,
J. McGowan-Jordan, A.-E Roux, T. Smith, S. E. Antonarakis, and P E. T.
and, “HGVS recommendations for the description of sequence variants: 2016
update,” Human Mutation, vol. 37, no. 6, pp. 564-569, Mar. 2016.

K. Wang, M. Li, and H. Hakonarson, “ANNOVAR: Functional annotation of
genetic variants from high-throughput sequencing data,” Nucleic Acids Research,
vol. 38, no. 16, e164—-e164, Jul. 2010.

W. MclLaren, L. Gil, S. E. Hunt, H. S. Riat, G. R. S. Ritchie, A. Thormann, P, Flicek,
and E Cunningham, “The ensembl variant effect predictor,” Genome Biology,
vol. 17, no. 1, Jun. 2016.

P Cingolani, A. Platts, L. L. Wang, M. Coon, T. Nguyen, L. Wang, S. J. Land,
X. Lu, and D. M. Ruden, “A program for annotating and predicting the effects
of single nucleotide polymorphisms, SnpEff,” Fly, vol. 6, no. 2, pp. 80-92, Apr.
2012.

S. Hoon, “Biopipe: A flexible framework for protocol-based bioinformatics
analysis,” Genome Research, Jul. 2003.

T. Oinn, M. Addis, J. Ferris, D. Marvin, M. Senger, M. Greenwood, T. Carver, K.
Glover, M. R. Pocock, A. Wipat, and P, Li, “Taverna: A tool for the composition
and enactment of bioinformatics workflows,” Bioinformatics, vol. 20, no. 17,
pp. 3045-3054, Jun. 2004.

J. Goecks, A. Nekrutenko, J. Taylor, and T. G. Team, “Galaxy: A comprehensive
approach for supporting accessible, reproducible, and transparent
computational research in the life sciences,” Genome Biology, vol. 11,
no. 8, R86, 2010.

E Halbritter, H. J. Vaidya, and S. R. Tomlinson, “GeneProf: Analysis of
high-throughput sequencing experiments,” Nature Methods, vol. 9, no. 1, pp. 7—
8, Dec. 2011.

S. P Shah, D. Y. He, J. N. Sawkins, J. C. Druce, G. Quon, D. Lett, G. X. Zheng,
T. Xu, and B. E Ouellette, BMC Bioinformatics, vol. 5, no. 1, p. 40, 2004.

38



[46]

[47]

[48]

[49]

[50]

[51]

[52]

[53]

[54]

[55]

[56]

L. Goodstadt, “Ruffus: A lightweight python library for computational
pipelines,” Bioinformatics, vol. 26, no. 21, pp. 2778-2779, Sep. 2010.

K. Taura, T. Matsuzaki, M. Miwa, Y. Kamoshida, D. Yokoyama, N. Dun, T.
Shibata, C. S. Jun, and J. Tsujii, “Design and implementation of GXP make — a
workflow system based on make,” in 2010 IEEE Sixth International Conference
on e-Science, IEEE, Dec. 2010.

S. P Sadedin, B. Pope, and A. Oshlack, “Bpipe: A tool for running and managing
bioinformatics pipelines,” Bioinformatics, vol. 28, no. 11, pp. 1525-1526, Apr.
2012.

P D. Tommaso, M. Chatzou, E. W. Floden, P P Barja, E. Palumbo, and C.
Notredame, “Nextflow enables reproducible computational workflows,” Nature
Biotechnology, vol. 35, no. 4, pp. 316-319, Apr. 2017.

J. Koster and S. Rahmann, “Snakemake-a scalable bioinformatics workflow
engine,” Bioinformatics, vol. 28, no. 19, pp. 2520-2522, Aug. 2012.

Dna-seq-gatk-variant-calling, https : / / github . com / snakemake -
workflows/dna-seq-gatk-variant-calling, 2019.

J. L. Causey, C. Ashby, K. Walker, Z. P Wang, M. Yang, Y. Guan, J. H. Moore,
and X. Huang, “DNAp: A pipeline for DNA-seq data analysis,” Scientific Reports,
vol. 8, no. 1, May 2018.

J. Leipzig, “A review of bioinformatic pipeline frameworks,” Briefings in Bioin-
formatics, bbw020, Mar. 2016.

Q. Li and K. Wang, “InterVar: Clinical interpretation of genetic variants by
the 2015 ACMG-AMP guidelines,” The American Journal of Human Genetics,
vol. 100, no. 2, pp. 267-280, Feb. 2017.

S. Kohler, S. C. Doelken, C. J. Mungall, S. Bauer, H. V. Firth, I. Bailleul-Forestier,
G. C. M. Black, D. L. Brown, M. Brudno, J. Campbell, D. R. FitzPatrick, J. T.
Eppig, A. P Jackson, K. Freson, M. Girdea, 1. Helbig, J. A. Hurst, J. Jdhn, L. G.
Jackson, A. M. Kelly, D. H. Ledbetter, S. Mansour, C. L. Martin, C. Moss, A.
Mumford, W. H. Ouwehand, S.-M. Park, E. R. Riggs, R. H. Scott, S. Sisodiya,
S. V. Vooren, R. J. Wapner, A. O. M. Wilkie, C. E Wright, A. T. V-v. Silfhout, N.
de Leeuw, B. B. A. de Vries, N. L. Washingthon, C. L. Smith, M. Westerfield,
P Schofield, B. J. Ruef, G. V. Gkoutos, M. Haendel, D. Smedley, S. E. Lewis,
and P N. Robinson, “The human phenotype ontology project: Linking molecular
biology and disease through phenotype data,” Nucleic Acids Research, vol. 42,
no. D1, pp. D966-D974, Nov. 2013.

M. Zhao, Q. Wang, Q. Wang, P Jia, and Z. Zhao, “Computational tools for
copy number variation (CNV) detection using next-generation sequencing data:
Features and perspectives,” BMC Bioinformatics, vol. 14, no. S11, Sep. 2013.

39


https://github.com/snakemake-workflows/dna-seq-gatk-variant-calling
https://github.com/snakemake-workflows/dna-seq-gatk-variant-calling

Tezden Uretilmis Yayinlar

Iletisim Bilgileri: ozyyk61@gmail.com

Konferans Bildirisi

1. Kalyon, O., Yilmaz, A., Muslumanoglu M.H. (2019). ‘AUTOMATION OF
GENETIC TESTING AND REPORTING WITH SNAKEMAKE” HIBIT’19, 17-19
October 2019, Izmir

40



