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Ozet. DNA dizileme teknolojilerinin ucuzlayarak yayginlasmasi genetik ve tip
aragtirmalarinin yoriingesini degistirmistir. Artik bu ¢alismalari, Yeni Nesil Genom
Dizileme sistemlerinden elde edilen biiyiik ¢aptaki veriyi anlamlandiran bilgi ve
iletisim teknolojilerini kullanmadan gerceklestirmek imkansiz hale gelmistir. Bu
caligmada, hizla ¢ogalan genomik verinin giivenli saklanmasi, erisilmesi ve analizi
igin gereksinimler tamimlanmig ve devam etmekte olan bir TEYDEB projesi
kapsaminda gelistirilmek {izere 6nerdigimiz ¢ézlim detaylandirilmistir. “Sik Gozlenen
Yenidogan Metabolik Hastaliklarinin Hizli Tanis1 i¢in Yeni Nesil Dizi Analizi
Temelli Kit Gelistirilmesi” baslikli TEYDEB projesi kapsaminda, genomik tabanli
belirteclerin kullanilmasiyla sik gozlenen 10 metabolik hastaligin tanisi i¢in genetik
tabanli testleri i¢eren bir kit gelistirilecektir. Bu ¢calismada, Oxford Nanopore MinlON
cihazi i¢in gelistirilecek kitin ¢iktis1 olan verinin tan1 amaciyla analizinin otomatize
edilmesi; bu verilerin saklanmas1 ve veriye erisilmesine dair dnerdigimiz ¢oziimler
sunulmaktadir.

Anahtar Kelimeler: Yeni Nesil Dizileme Verisi Analizi, Yeni Dogan Tarama
Programi1, Nanopor, Genetik Varyant

Diagnostic Next Generation Sequencing Data Analysis for
Variant: Requirements and a Proposition

Abstract. The rapid advance in genome sequencing technology has led to the
decrease of sequencing costs and  hence, to the production of vast amount of
genomic data. It is not possible to process the large amount of Next-Generation
Sequencing Data without the use of information and communication technologies. In
this study, we discuss the requirements with respect to the secure storage, access and
analysis of rapidly expanding genomic data, and we present the solution we propose
as part of an ongoing TEYDEB project. Within the scope of the TEYDEB project
titled “Development of a fast kit for the diagnosis of frequent newborn metabolic
diseases with Next-Generation Sequencing data analysis”, a DNA testing kit for the
diagnosis of 10 metabolic diseases will be developed using genomic markers. In this
study, we propose a solution for the storage and automatization of data analysis of the
data generated by Oxford Nanopore Minlon.
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1 Giris

Bu ¢alisgmada, TEYDEB destekli “Sik Gozlenen Yenidogan Metabolik Hastaliklarinin
Hizli Tanisi igin Yeni Nesil Dizi Analizi Temelli Kit Gelistirilmesi” projesi
kapsaminda, genomik tabanli belirteglerin kullanilmasiyla hastalik tanisi igin, veri
analizinin otomatize edilmesi; verilerin aktarilmasi; tutulmasi ve sonuglarin kolay
anlagilmasma dair konular tartisilmakta ve bir ¢dziim Onerisi sunulmaktadir. Proje
kapsaminda MinION platformunda kullanilmak {izere on metabolik hastalik i¢in bir
yenidogan tarama kiti gelistirilecektir. Oxford Nanopore Technologies (ONT)
sirketinin gelistirdigi MinlON, nanopor aracilig1 ile direkt tek molekiil dizilimi yapan
ticarilesmis ilk {irlindiir. DNA Ornegi cihaza yiiklendikten sonra ¢ikan ham verinin
analiz edilerek hastalifa sebep olan mutasyonlarin varligina dair bir sonuca ulasilmasi
hedeflenmektedir. Literatiirde yenidogan taramada ve dogustan metabolik
hastaliklarin tanisinda yeni nesil dizi analizi kullanimina yonelik az sayida caligma
bulunsa da, MinION ile hizli bir sekilde sonu¢ veren bir uygulamaya Ornek bir
¢alisma bulunmamaktadir. Ayrica, heniiz nanopor teknolojisi ile elde edilen verilerin
analizi i¢in standart hale gelmis bir uygulama yoktur. Kitin klinik alanda pratik
uygulamaya ge¢mesi i¢in kullammiin kolay olmasi ve yeterince hizli olmasi
gerekmektedir. Bu amacla, MinlON ile elde edilen genetik verinin analizi i¢in
otomatik bir ¢oziim gelistirilmesine; kullanim kolayligi saglamak icin farkli
kullanicilar  diisliniilerek araylizler tasarlanmasma ve saptanan varyantlarin
raporlandig bir arayiiziin sisteme entegre edilmesine ihtiya¢ duyulmaktadir.

Varolan yenidogan tarama programlarinda topuktan alinan kan Ornegi ile test
yapilmaktadir. Bu testlerin sonuglari bazi hastaliklar i¢in ¢ocugun beslenmesine
baglidir. Ornegin Fenilketoniiri taramasi igin bebegin en az 48 saat beslenmis olmasi
gerekir. Hastaneden c¢ikis zamani, bebegin yogun bakimda olmasi ve parenteral
beslenmesi durumlarinda bu testi yaptirmak icin beklemek veya tekrardan saglik
merkezine bagvurmak gerekecektir. Biyotinidaz enzim eksikligi taramasinda ise 48
saatlik numunenin taranmasi sonucu siipheli olabilecek bir durum varsa ikinci kere
kan Ornegi alinmasi gerekebilmektedir. Gelistirilecek olan bu kit, minimal invaziv
girisimle tantya imkan saglayacak, klinisyeni laboratuvar sartlarmnin saglanmasi
mecburiyetinden kurtaracaktir. Dogustan metabolik hastaliklarin  taramasinda
kullanilan testlere gore c¢ok daha duyarli bir test olusturulurken, bu amagla
kullaniminda kit yiiksek dogruluk oraniyla, dogrulama testi ihtiyacinm1 ortadan
kaldiracaktir. Dogustan metabolik hastaliklarin tanisinda kullanilan ¢ok sayida testin
yerine ayni anda hizli bir degerlendirme imkani sunacak, bu sayede hem zaman
kaybindan klinisyeni korurken, hem de maliyet etkin bir ¢ozlim saglayacaktir. Bu kit
sayesinde hayati tehtid altindaki yenidoganin hizli tanis1 ve sonunda hizli tedavisine
imkan verecektir.

Hastalara dogru ve hizli genetik tani koyulabilmesi amaciyla genom fiizerindeki
varyantlarin dogru bir gsekilde saptanmasi gerekmektedir. Calismamizda bu amaca
yonelik olan, DNA dizilemesi; dizileme verilerinin analiz edilmesi ile varyantlarin
saptanmasi ve raporlanmasi; ve elde edilen verilerin giivenli saklanmasi konularina



yer verilmistir. Boliim 1.1’de genom dizileme teknolojisinde yasanan gelismeler ve
projemiz i¢in segilen nanopor teknolojisine dair detaylar anlatilmaktadir. Dizileme
verilerinin analiz siirecinin, rutin tan1 amaciyla standart hale getirilmesi igin
Onerilerimiz, ilgili veri formatlar1 ve veri analizindeki énemleri ¢er¢evesinde Bolim
2’de anlatilmaktadir. MinION verileri i¢in optimize edecegimiz analiz siirecinin, bulut
tabanli bir platform iizerinde hizli ve giivenli bir sekilde yiiriitiilmesi amaciyla
tasarladigimiz web uygulamasinin detaylar1 Boliim 3’te verilmistir.

1.1  Genom Dizileme Teknolojisindeki Gelismeler

Genom tizerindeki varyantlarin dogru ve saglikli bir sekilde saptanabilmesi,
dolayisiyla da hastalara dogru ve hizli bir tan1 koyulabilmesi i¢in, DNA dizileme
asamast ¢ok Onemlidir. Bu bolimde, dizileme teknolojileri alaninda yaganan
teknolojik gelismeler anlatilacaktir ve projemiz i¢in segtigimiz MinlON dizileme
platformuna dair detaylar verilecektir.

Insan Genom Projesi hakkindaki ilk bulgular 2001 yilinda paylasilmis ve proje
2003 yilinda basarili bir sekilde tamamlanmistir [1, 2]. Projenin iizerinden gegen son
15 yilda genomik bilimi devrimsel bir siirece girmis ve uygulama alanlarinda
kullanilan teknolojilerde biiyiik bir gelisme yasanmis olup, bu gelismeler genetik
alaninda yapilan calismalarin hizlanmasina ve genetik taninin daha hizli ve daha az
maliyetle koyulabilmesine olanak saglamistir.

Insan Genom Projesi, 1977 yilinda Frederick Sanger tarafindan yaymnlanan ve
birden fazla insanin Nobel 6diili almasini saglayan bir DNA dizileme yoOntemi
kullanilarak gergeklestirilmistir [3, 4]. Bu yontem giiniimiizde Sanger Dizileme olarak
anilmaktadir. 1987 yilinda Applied Biosystems tarafindan bu dizileme teknigini
otomatize hale getiren ilk cihaz iiretilmis (ABI 370) ve bu gelismeyle birlikte 1990
yilinda Amerika Enerji Kurumu ve Ulusal Saglik Enstitlisii (National Institutes of
Health — NIH) tarafindan Insan Genom Projesi baslatilmistir. Proje yaklasik 13 yilda
tamamlanmig ve 2.7 milyar dolara mal olmustur [5]. Sanger dizileme yontemi her ne
kadar farkli boyutlardaki DNA fragmanlarinin dizilenmesi konusunda esneklik
saglasa da yiiksek maliyetler karsiliginda uzun siirelerde diisiik ¢iktilar vermesi
genomik alanin1 yeni nesil dizileme yontemlerine dogru itmistir. Sanger dizileme
yontemi gilinlimiizde hala dogrulama amaciyla kullanilmaktadir ama DNA dizileme
alanindaki yarig artitk yeni nesil teknikler kullanan cihazlar arasinda
gergeklesmektedir.

Yeni nesil DNA dizileme yontemleri biyokimyasal mekanizmalar bazinda
degiskenlik gosterse de temelde hepsi aym islemi gergeklestirmeye g¢aligmaktadir:
kitlesel bir dizilemenin ayni anda paralel bir sekilde gerceklestirilmesi. Bu fikirle
2000 yilinda piyasaya siiriilen ilk yontemlerden birinin Lynx Therapeutics tarafindan
gelistirilen ‘kitlesel imza dizileme’ yontemi oldugunu goriiyoruz. Bu siireci 2005
yilinda piyasaya siiriilmiig ve bir¢ok ¢caligmada yeni nesil DNA dizilemenin baglangici
olarak kabul edilen Roche 454 ‘pirodizileme’, 2007 yilinda Illumina’nin ‘sentez ile
dizileme’ ile Applied Biosystem tarafindan gelistirilen ‘ligasyon ile dizileme’ ve 2010
yilinda Life Technologies tarafindan gelistirilen ‘iyon yari iletken’ sistemleri takip
ettiler [6]. Su an yeni nesil DNA dizileme pazarmin en biiyiik iireticisi konumunda
olan Illumina, MiniSeq, MiSeq, NextSeq 500/550, HiSeq serisi ve NovaSeq 6000 gibi



‘sentez ile dizileme’ sistemini kullanan dizileme platformu modelleriyle hedeflenmis
gen panellerinden tiim ekzom ya da tiim genom ¢aligmalarina ideal olacak sekilde
farkli ¢oziimler sunmaktadir. 1987 yilinda iretilen ilk Sanger dizileme cihazi olan
ABI 370’in giinliikk DNA dizisi okuma kapasitesi yaklasik 400.000 niikleotit (400Kb)
iken [7], bugiin Illumina NovaSeq 6000 cihazi tek bir yiirlitmede 3 trilyon niikleotit
(3000Gb) okuma kapasitesi ile ayn1 anda 30x derinlikte 48 insan genomunu 44 saat
i¢inde rahatlikla okuyabilmektedir [8].

Yeni nesil DNA dizileme yontemleri Sanger dizilemeye gore niikleotit basina
okuma maliyetini 6nemli Ol¢iide diisiiriip, okuma hizin1 ve ¢ikt1 boyutunu arttirmis
olsalar da 75 — 150 baz gibi kisa okuma uzunluklarindan dolayi, DNA’daki kopya
sayis1 degisikliklerini (copy number variations — CNV), biiyiik insersiyon veya
delesyon gibi yapisal varyantlar1 saptama konusunda zayif kalabilmektedirler. Yeni
nesil DNA dizileme yontemlerinin genetik alaninda ac¢tig1 ¢igir ve hala daha duyulan
farkli ihtiyaglar DNA dizileme iizerine yeni yaklagimlarin olusmasin1 saglamaya
devam etmektedir.

Oxford Nanopore Teknolojisi. Giiniimiizde Oxford Nanopore firmasmnin irettigi
cihazlar polimeraz zincir reaksiyonu ile DNA kaliplarinin g¢ogaltilmasina ihtiyag
duymadan tek molekiil lizerinden 150 bin baza kadar basarili bir sekilde uzun
okumalar yapabilmektedir. Calisma kapsaminda tarafimizca kullanilacak olan Oxford
Nanopore dizileme platformu, MinlON, platform iizerinde dizileme islemi devam
ederken ayni anda veri analizine de olanak saglamaktadir. Fiziksel boyut, okuma hizi
ve stratejisi, es zamanli analiz siireclerinde on beg dakikada tanm1 koyabilme, DNA
dizileme c¢alismasindan metilasyon paterni gibi epigenom bilgilerinin elde
edilebilmesi gibi 6zelliklerinden dolay:1 bu platformlarin kullandig: sistemler ti¢ilincii
nesil dizileme platformlar1 olarak da adlandirilmaktadir [9, 10].

MinION dizileme platformul0x2x3 cm boyutlarinda, 90 gr agirliginda kiigiik bir
cihaz olup, okuma igin gereksinim duydugu enerjiyi USB 3.0 baglantisindan
saglayabilmektedir. DNA dizisi okuma stratejisi, yaklagik 1 nm ¢apindaki porlardan
gecen DNA fragmanlarinin iletken ortamda yarattigi pikoamper (pA) boyutundaki
elektriksel degisikliklere dayanmaktadir. Her bir niikleotit elektrik akiminda farkli
paternlerde degisiklige neden oldugundan dolayi, niikleotitler porlardan gecerken
tanimlanabilmektedir. Bu degisiklikler por etrafinda bulunan sensorler tarafindan
okunup es zamanli olarak kaydedilmektedir. Buna benzer sekilde, kiigiikk porlardan
gecirilen DNA fragmanlarin herhangi bir senteze veya ligasyona ihtiya¢ duymadan
direkt olarak dizilenebilmesi iizerine teoriler 1990’larin bagindan beri tartisilmakta
olan bir konuydu, Oxford Nanopore firmas1 ise projeye 2007 yilinda baglamis ve 2014
yilinda MinION Kabul Programi (MinION Access Program — MAP) ile platformun
arastirma gruplarinca kullanilmasini saglamistir. MinlON su an ticari olarak satigta
olan bir dizileme platformudur [11, 12].

Calismamiz kapsaminda MinlON dizileme platformu ve verisi ile ¢ogunlukla
cocukluk caginda baslangic gosteren ve biiyiik kismi tek gen defekti kaynakli
yenidogan metabolik hastaliklarinin = tanisinin - hizli,  kolay ve basariyla
gerceklestirilebilmesi igin TEYDEB-1511 proje destegi ile bir ¢oziim gelistirilmesi
hedeflenmektedir. Tanmin olabilecek en hizli sekilde yapilabilmesi projenin
oncelikleri arasindadir. Bu sebeple 1slak laboratuvarda kullanilacak hizli bir dizileme
protokolii icin, yaklasik on dakikalik bir 6n hazirliga ihtiya¢ duyan MinION dizileme



platformu segilmistir. Dizileme platformundan elde edilecek verinin saglikli ve tutarli
analizinin hizli ve performanshi bir ortamda gergeklestirilmesi i¢in Onerdigimiz
¢Ozlimler Boliim 2 ve 3’te anlatilmistir.

Calisma kapsaminda MinION platformu ile analizi gergeklestirilecek sik gozlenen
yenidogan metabolik hastaliklarinin listesi ve ilgili genler Tablo 1’de verilmistir.
Mendeliyen tipinde olan bu hastaliklarin referans genlerine dair bilgiler Online
Mendelian Inheritance in Man (OMIM) veritabaninda yer almaktadir.

Tablo 1. Calisma kapsaminda MinlON platformu ile analizi gergeklestirilecek sik gézlenen on
yenidogan metabolik hastaliklari.

Yenidogan Metabolik Hastalhiklar: flgili Genler
izovalerik asidemi VD

Metil malonik asidemi MUT

Fenilketoniiri PAH

Maple surup idrar hastalig1 DBT, BCKDHB, BCKDHA
Tirozinemi tip 1 FAH

Biotinidaz eksikligi BTD

Galaktozemi GALT

Glukojen depo hastalig tip 2 GAA
Mukopolisakkaridoz tip 1 IDUA

Nieman-Pick Hastalig1 SMPD1, NPC1, NPC2

2 Veri Formatlar: ve Analiz Siireci

MinlION verisini kullanan ve giiniimiizde rutin tan1 i¢in standart hale gelmis bir analiz
stireci mevcut degildir. Bunun sebeplerinden biri, her ne kadar kullanimi
yayginlasmaya baslamis da olsa, MinlON dizileme platformunun uygulanabilirlik
acisindan yeni bir teknoloji olmasidir. Elde edilen verinin yorumlanmasina dair
gliniimiizde farkli bakis agilar1 ve farkli algoritmalarla tasarlanmis biyoenformatik
araclar mevcuttur fakat daha Once yapilan caligmalarda ¢ogunlukla bu araglarin
verimli bir sekilde bir araya getirilmesinden ziyade MinION dizileme platformunun
hangi amagclarla kullanilabilecegine, verinin nasil {iretildigine ve bu verinin nasil
iglenebilecegine dair kisitli gozlemlere odaklanilmistir. Biz calismamizin ilk kisminda
tamamiyla MinION verisinin nasil daha verimli ve tutarli bir sekilde ele alinabilecegi
iizerinde duracak ve rutin tani i¢in bir ¢6zliim sunacagiz.

Dizileme sonrasi elde edilen ham verilerin varyant bilgisine doniistiiriilmesi igin
biyoenformatik analizlerin yapilmasi gerekmektedir. Bu analizler, baz ¢agirma; kalite
tayini; adaptor kirpilmasi; hizalama; varyant ¢agirma; anotasyon; gorsellestirme gibi
asamalari icermektedir. Bu boliimde, ¢esitli veri formatlari, veri analizi siirecindeki
onemleri agisindan anlatilmaktadir.

Dizileme cihazlarindan alman ilk ham veriler ¢ogunlukla fluoresan rengi veya
siddeti, ph veya elektrik akimi degisimi gibi analitik verilerdir ve genetik veri
analizine baglanabilmesi i¢in elde edilmis olan bu ham verilerin niikleotit bilgilerine
cevrilmesi gerekmektedir (baz ¢agirma — base calling). Bu asama dizileme sirasinda
platform igerisinde gergeklesebilecegi gibi, c¢evrimdigi bir sekilde ilgili



biyoenformatik araclari ile de diizenlenebilir. MinlON platformunun verdigi ham veri
porlar etrafina konumlanmis olan sensorlerin, DNA fragmanlariin por i¢inden gegisi
sirasinda detekte ettikleri elektriksel degisimlerdir ve bu bilgiler bir HDFS5 (hiyerarsik
veri formatt 5) [13] standardina dayanan FASTS5 dosya formatinda kaydedilir.
MinION akis hiicresi lizerindeki porlardan gegen her bir DNA fragmani i¢in sadece o
okumaya 0zgii benzersiz bir FASTS dosyas1 yaratilir. Bu dosya igerisinde, DNA
fragmanmin okunmas: sirasinda por igindeki iletken ortamda yer alan elektrik
akimmin zamana karst pA cinsinden degerleri ve okumaya dair meta veriler
hiyerarsik bir bi¢cimde yer alabilir. FAST5 dosyalar1 dizileme islemi boyunca
olusturulduk¢a USB 3.0 baglantis1 lizerinden kullanici bilgisayarina iletilmekte, bu da
dizileme devam ederken es zamanl analiz imkani tanimaktadir.

FASTS5 dosya formati igerisinden genetik bilgilere ulasabilmek i¢in 6ncelikle bu
verilerin niikleotit bilgilerine ¢evrilmesi gerekmektedir. Bunun i¢in Oxford
Nanopore’un, bulut tabanli ve ¢evrimig¢i kullanilabilen Metrichor ve yine ¢evrimdisi
kullanilmak iizere Albacore adinda iki araci mevcuttur. Bundan sonraki her agsamada
da olacagi gibi baz cagirma asamasinda da {glincii parti araglar mevcuttur.
Calismamiz kapsaminda bizim ilk Onceligimiz c¢evrimdisi araglari kullanmak
olacaktir.

Baz cagirma asamasinin ardindan elde edilen veri formatt FASTQ olacaktir.
FASTQ giiniimiizde biyoenformatik araclarin ¢ogunlukla kullandig1 ve oldukg¢a kabul
gormiis bir ilk girdi formatidir. FASTS formatinin aksine bir FASTQ dosyasinda
binlerce DNA fragmani okumas1 okuma kalitesi skorlari, platform bilgileri, okumanin
akis hiicresi lizerinde hangi koordinattan geldigi gibi bilgiler ile beraber saklanabilir
[14].

DNA fragmanlarinin uglarma MinlON cihazina yiiklenmeden Once laboratuvar
ortaminda adaptorler eklenmekte ve sonra tiim Orneklerden gelen biitin DNA
fragmanlar1 ayn1 ortamda homojen bir sekilde karistiritlarak MinION iizerindeki akis
hiicresine aktarilmaktadir. Bu adaptorler hangi fragmanin hangi 6rnekten geldigini
belirten bir etiket gorevini goriir. Baz ¢agirma islemi sirasinda elde edilen ilk FASTQ
dosyalarinda da bu adaptdr dizilerinin bilgileri bulunmaktadir. Referans genom
hizalama asamasinda adaptor dizileri yanlis skorlamaya ve dolayisiyla hizalanmama
durumuna sebebiyet vermemeleri i¢in okuma ug¢larindan kirpilacaktir.

FASTQ dosyalarinda elde edilmis olan DNA okuma bilgilerinin referans genoma
hizalanmasi icin giiniimiizde en yaygin kabul goérmiis hizalama araci olan, Burrows-
Wheeler Transform sikigtirmasi ve Smith-Waterman algoritmasini kullanan Burrows-
Wheeler Aligner (BWA) hizalayicisinin [15], her ne kadar 100 — 150 bazlik kisa
okumalar icin ideal olsa da daha uzun olan Oxford Nanopore okumalar1 {izerinde de
yiiksek performansla ¢alistigi daha once gosterilmistir. Ozellikle PacBio ve Oxford
Nanopore gibi uzun okumalar i¢in tasarlanmis olan Minimap2 hizalayicisinin
dogruluk oraninin BWA ile esdeger oldugu fakat dort kat daha hizli galistigi da
yapilan calismalarda belirtilmistir. Calismamizda FASTQ dosyalarindaki Oxford
Nanopore okumalariin referans genomla eslesmesinin 6zellikle bu iki hizalayici ile
gerceklestirilmesini planlanmaktayiz. Ayrica, GraphMap, MarginAlign gibi Oxford
Nanopore komiinitesi icerisinde gelistirilen diger hizalayacilar ile de performans ve
dogruluk orani agisindan karsilastirmalar yapilacaktir.

MinION verisinin en biiylik handikap:1 siiphesiz ki hata oranmin ikinci nesil
dizileme platformlarina gore daha yiiksek olmasidir [9]. CFTR geni 17. ve 20.



ekzonlar arasinda kalan bolge lizerinde Illumina NextSeq500 ve MinlON tarafindan
gergeklestirilen dizileme verileri arasindaki fark Sekil 1°de gosterilmistir. Referans
genoma hizalanmis DNA okumalari {izerinde bir hata dogrulamasi (error-correction)
yapilmasi tutarli analiz sonuglarina ulagabilmek igin olduk¢a 6nemlidir. Bunun igin
Sakli Markov Modeli (Hidden Markov Model) ve Yinelenen Sinir Ag1 (Recurrent
Neural Network) algoritmalar1 kullanilarak okumalar iizerinde diizeltme ¢aligmalari
yapilacaktir. [9, 11].

FASTQ dosyasinda saklanan DNA okumalart referans genoma hizalandiktan
sonra, tiim hizalanan okumalar, referans genomun hangi bdlgesiyle eslestikleri
bilgisiyle birlikte SAM (Sequence Alignment Mapping) formatina kaydedilecektir
ama SAM dosyalariin boyutlari yiiksek oldugu i¢in bu boyutu kii¢iiltmek ve daha
sonraki analiz agamalarmin daha hizli gergeklesebilmesi i¢in bu dosyalar BAM
(Binary Alignment Mapping) formatina doniistiiriilecektir [16]. Bu donisiim islemi
icin kabul gérmiis araglardan ikisi Samtools ve Picard paketlerinde mevcuttur [17,
18]. BAM formatma sikistirilmis DNA okumalarmin gorsel olarak incelenmesinin
Integrative Genomics Viewer (IGV) programi araciligi ile yapilmasi planlanmaktadir
[19].

Varyant c¢agirma (variant calling) asamasi, referans genoma hizalanmis
okumalardan varyantlarin ¢ikarilmas: icin yapilan bir hesaplama islemi olup islem
sonucunda varyant bilgileri VCF (Variant Calling Format) [20] dosyalarina
kaydedilecektir. Analiz siirecindeki bu basamak i¢in Oxford Nanopore komiinitesi
igerisinde Nanopolish, Poreseq, MarginCaller gibi araglar gelistirilmistir. Bu araglarin
farkli veri setleri i¢in tek tek denenerek dogruluk ve performans agisindan
karsilastirmalarinin yapilacaktir.
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Sekil 1. CFTR geninin 17. ve 20. ekzonlar1 arasindaki bdolgesi i¢in Illumina ve MinION
verilerinin karsilastirilmasi. Ustte yer alana 8r.bam dosyasinda Illumina okumalari, alttaki
cftr 29052018.bam dosyasinda MinION okumalar1 yer almaktadir. MinION okumalarinda ¢ok
fazla sayida artefakt mevcuttur.

Tablo 2. Oxford Nanopore verilerinin analizi i¢in kullanilabilecek biyoenformatik araglardan
bazilar1 [9].

Biyoenformatik Arag Uygulama Alam

BWA Hizalama

Minimap2 Hizalama. Ozellikle Nanopore ve PacBio igin
gelistirildi.

GraphMap Hizalama. Uzun DNA okumalar i¢in gelistirildi.

MarginAligner Hizalama. Ozellikle Nanopore igin gelistirildi.

LAST Hizalama. Uzun DNA ve RNA okumalari igin
gelistirildi.

Albacore Baz cagirma.

DeepNano Baz ¢agirma.

Poretools Baz ¢agirma, format doniistiirme, gorsellestirme.

Porechop Adaptér kirpma.

ALEC Hata diizeltme.

NanoCORR Hata diizeltme.

Nanocorrect Hata diizeltme.

NanoOK Hata diizeltme, kalite tayini

minlON_QC Kalite tayini

PoreSeq Hata diizeltme, varyant ¢agirma.

Nanopolish Varyant ¢cagirma.

MarginCaller Varyant ¢cagirma.

Elde edilen varyant setlerinin klinik olarak yorumlanmasi i¢in gergeklestirilecek
anotasyon agamasi olduk¢a Onemlidir. Bu asama i¢in biyoenformatik komiinitesi
tarafindan gelistirilmis Variant Effect Predictor (VEP), Annovar, SnpEff gibi araglar
mevcuttur. Bu araglar Polyphen, SIFT, MutationTaster gibi tahmini patojenite skoru
veren veri tabanlarindan skor bilgisini ¢ekerken, EXAC, 1000 Genome gibi veri
tabanlarindan da ilgili varyantin hangi populasyonlarda ne siklikla gozlendiginin
bilgisini alip VCF dosyalarma isleyebilmektedir. Ayrica kanita dayali varyant
yorumlamasin1 da VCF dosyalarina ekleyebilmek i¢in ClinVar veya Human Genome
Mutation Database (HGMD) gibi veri tabanlarinin analiz siirecimize entegre edilmesi
de onceliklerimiz arasindadir.

MinION platformundan elde edilecek verinin analizi i¢in kullanilabilecek araglar
Tablo 2°de, bu araglar kullanilarak olusturulacak analiz siireci siire¢ hakkinda daha
once anlattiklarimiz dogrultusunda Sekil 2°de dzetlenmistir.
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Sekil 2. MinION platform ¢iktilari igin dizayn edilen analiz akis semasi.

3 Analiz Siireci I¢in Bir Web Uygulamasi

Analiz siirecinde, MinlON dizileme platformundan elde edilen verinin g¢esitli
hesaplama agamalarindan gegerken farkli formatlara doniistiiriilmesi gerekmektedir.
Bu islemler karmasik oldugundan dolay1 yiiksek bilgisayar giicline ihtiyag
duyulmaktadir. Farkli algoritmalarla tasarlanmig biyoenformatik araglar1 GPU veya
CPU temelli ¢alisabildiklerinden dolay1 farkli konfigiirasyonlardaki bilgisayarlarda
farkli performanslarla sonug verebilmektedirler. Tiim bunlar analiz siirecini yerel bir
bilgisayar iizerinde yavaslatabilen etkenlerdir. Caligmamizda, bu sebeplerden dolayi
analiz siirecinin bulut tabanli bir platform iizerinde hizli ve giivenli bir sekilde
yiriitiilmesi hedeflenmektedir.



MinlON verileri igin optimize edecegimiz analiz siirecinin otomatize hale
getirilmesi ve sadece tek tusla uzaktan tiim bu siirecin bulut iizerinde ¢alistirilip hizlt
bir sekilde sonug¢ alinabilmesi hedeflerimiz arasindadir. Bunun igin veri analizi siireci
bir bulut sistemi {izerinde yiiriitiilecek, analiz siirecinin kontrolii ve son anote edilmis
varyant listesinin filtrelenmesi islemi bu uygulama {izerinde gerceklestirilecektir.
Kisiye 6zel genetik verinin korunakli bir sekilde saklanmasi oldukca dnemli bir konu
oldugundan dolay1 verilerin bulutta giivenli bir sekilde saklanmasi saglanacaktir. Tlgili
verilere erisim hakki olan kullanicilar disinda kimse herhangi bir veriyi gézlemleme
veya yerel bir bilgisayar agina indirme gibi eylemlerde bulunamayacaktir. Bunun
saglanabilmesi icin her kullanici hesabi {izerinde farkli kullanic1 seviyeleri
olusturulacak ve sizma testleri ile analiz platformunun giivenligi test edilecektir.
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Sekil 3. MinION Veri Analizi Uygulamast i¢in Sistem mimarisi

Geligtirmeyi amagladigimiz sistem, MinlON ham verisinin laboratuvardan web
uygulamasina yiikklenmesi, bu ham verinin otomatik bir sekilde analiz siirecine
sokulup son varyant listesinin elde edilmesi ve bu listenin daha sonra tibbi genetik
uzmanlar1 veya patologlar tarafindan bir grafik kullanici arayiizii araciligr ile
incelenmesini kapsamaktadir. Bu sistemde kullanicinin yasayabilecegi en Onemli
problemlerden birisi verinin analiz platformuna yiikklenmesi olarak karsimiza
¢tkmaktadir. MinION verisi her ne kadar bir tiim ekzom veya tiim genom verisi kadar
biliylik olmasa da, 10 GB’lik bir verinin bir sunucuya yiiklenmesi yerel internet
baglantisinin performansina goére kullanic1 acisindan zorluklar yasatabilmektedir.
Bunun i¢in farkli opsiyonlarda ¢oziim gelistirilecek fakat en dnemlisi masaiistii bir
yiikleme uygulamasi tasarlamak olacaktir.



Analiz siirecindeki diger bir zorluk, hesaplamalarin ne kadar siirede
tamamlanacagidir. Yogun hasta sayisina sahip merkezlerde yavas siiren analiz
stiregleri raporlamalarda birikmeye sebep olabilmektedir. Bu da verinin analiz
platformuna yiiklendikten sonra islemin olabilecek en kisa siirede tamamlanmasini
gerektirmektedir. Bulut tabanli platform iizerinde her biyoenformatik ara¢ kendi
ihtiyaci olan konfigiirasyonlardaki bilgisayar birimlerinde calistirabilmektedir. Bu da
analiz agsamasinin daha hizli, daha verimli ve daha az maliyetle tamamlanabilmesine
olanak saglamaktadir. Verinin analiz platformuna yiiklenmesinden sonuglarin
kullaniciya kadar erigsmesine kadar gecen siire¢ bir is akis1 seklinde Sekil 3’te
verilmigtir.

Analiz siirecinin kolaylikla kontrol edilebilmesi i¢in kullanict dostu, basit ama
etkili bir grafik kullanici arayiizli olusturulmas: amaciyla tasarimlara baglanacaktir.
Kullanic1 ilk girdi datasint FASTS veya FASTQ olarak web uygulamasina
yiikledikten sonra ilgili veriyi analiz bitiminde bir varyant listesi olarak analiz
platformu {lizerinde goriintiileyebilecek ve ¢esitli kriterlere gore filtreleyebilecektir.

4 Sonug¢

Yeni nesil dizileme sistemleri genomik alanda yapilan ¢aligmalara hiz katmis ve
niikleotit bagina dizileme maliyetini 6nemli 6l¢iide diislirmiistiir. Artik ¢ok daha kisa
stirede ¢ok daha fazla genom bolgesi dizilenebilmekte ve gesitli hastaliklara ¢ok daha
hizli bir sekilde tan1 koyulabilmektedir. Bu sistemler her ne kadar biiyiik bir avantaj
saglamis olsalar da eksik yonleri hala mevcuttur ve bu eksiklikler siirekli yeni
yaklagimlarla silinmeye calisilmaktadir. Calismamiz kapsaminda da bu sekilde yeni
yaklagimlarla {iretilmis bir sistem kullanilarak veri analizi siireci optimize ve
otomatize hale getirilecektir. Oxford Nanopore platformlarinin diinyada kullanim
orani artmaya baglamig olmasina ragmen bu cihazlardan ¢ikan verinin analizi i¢in
heniiz bir standart olusmamistir. Bizim olusturmay: hedefledigimiz sistem, hem
ilkemizde hem de diinyada Oxford Nanopore verisini bulut iizerinde FASTS
formatindan klinik rapora kadar gotiirmesiyle bir ilk olacak ve iilkemizde de tek
molekiil dizilemesi verisi lizerine bir uzmanlik alani yaratacaktir.

Analiz siirecinde, MinlON dizileme platformundan elde edilen verinin c¢esitli
hesaplama asamalarindan gecerken farkli formatlara doniistiiriillmesi gerekmektedir.
Bunun i¢in kullanilan farkli algoritmalarla tasarlanmis biyoenformatik araclart GPU
veya CPU temelli ¢aligabildiklerinden dolayr farkli konfigiirasyonlardaki
bilgisayarlarda farkli performanslarla sonu¢ verebilmektedirler. Tiim bunlar analiz
siirecini yerel bir bilgisayar {lizerinde yavaglatabilen etkenlerdir. Calismamizda, bu
sebeplerden dolayi analiz siirecinin bulut tabanli bir platform iizerinde hizl1 ve giivenli
bir sekilde yiiriitilmesi hedeflenmektedir. Onerdigimiz ¢dziimiin bulut tabanl bir
sistem olmasmin diger 6nemli sebebi de yapilacak analizlerin 6lg¢eklendirilebilir
olmasidir. Ayrica, her analiz ve her analiz siirecine dahil olan her bir biyoenformatik
aracin buluttaki farkli makineler iizerinde (kendi ihtiyaci olan konfigiirasyonlardaki
bilgisayar birimlerinde) ¢alistirilabilecek olmasi analiz siirecinin 6l¢eklendirilmesini
diisiik maliyetle saglayabilecektir.
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