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YAYIMLAMA VE FiKRi MULKIYET BEYANI

Enstitl tarafindan onaylanan lisansiistl tezimin/raporumun tamamini veya herhangi bir kismini,
basili (kagit) ve elektronik formatta arsivleme ve asagida verilen kosullarla kullanima agma iznini
Hacettepe Universitesine verdigimi bildiririm. Bu izinle Universiteye verilen kullanim haklari
disindaki tim fikri milkiyet haklarim bende kalacak, tezimin tamaminin ya da bir béliminin
gelecekteki calismalarda (makale, kitap, lisans ve patent vb.) kullanim haklari bana ait olacaktir.

Tezin kendi orijinal galismam oldugunu, baskalarinin haklarini ihlal etmedigimi ve tezimin tek
yetkili sahibi oldugumu beyan ve taahhiit ederim. Tezimde yer alan telif hakki bulunan ve
sahiplerinden yazili izin alinarak kullanilmasi zorunlu metinlerin yazil izin alinarak kullandigimi ve
istenildiginde suretlerini Universiteye teslim etmeyi taahhiit ederim.

Yiiksekogretim Kurulu tarafindan vyayinlanan “Lisansiistii Tezlerin Elektronik Ortamda
Toplanmasi, Diizenlenmesi ve Erisime Ag¢ilmasina iliskin Yénerge” kapsaminda tezim asagida
belirtilen kosullar haricince YOK Ulusal Tez Merkezi / H.U. Kiitiiphaneleri Agik Erisim Sisteminde
erisime agllir.

o Enstitli / Fakilte yonetim kurulu karari ile tezimin erisime agilmasi mezuniyet
tarihimden itibaren 2 yil ertelenmistir. ¥

o Enstitli / Fakulte yonetim kurulunun gerekgeli karar ile tezimin erisime acgilmasi
mezuniyet tarihimden itibaren ... ay ertelenmistir. ?

o Tezimle ilgili gizlilik karari verilmistir.

vuz ADABALI

I isansiistii Tezlerin Elektronik Ortamda Toplanmasi, Diizenlenmesi ve Erisime Agilmasina lligkin Yénerge”

(1) Madde 6. 1. Lisanstistii tezle ilgili patent basvurusu yapilmasi veya patent alma stirecinin devam etmesi durumunda,
tez danismaninin énerisi ve enstitii anabilim dalinin uygun gériisii lizerine enstitii veya fakdilte yénetim kurulu iki yil
sdre ile tezin erisime agilmasinin ertelenmesine karar verebilir.

(2) Madde 6. 2. Yeni teknik, materyal ve metotlarin kullanildigi, heniiz makaleye déniismemis veya patent gibi yéntemlerle
korunmamis ve internetten paylasiimasi durumunda 3. sahislara veya kurumlara haksiz kazang imkani olusturabilecek
bilgi ve bulgulari igeren tezler hakkinda tez danismaninin énerisi ve enstitii anabilim dalinin uygun gériisi lzerine
enstitii veya fakiilte ybénetim kurulunun gerekgeli karari ile alti ayr asmamak (izere tezin erisime agilmasi engellenebilir.

(3) Madde 7. 1. Ulusal gikarlari veya gliivenlidi ilgilendiren, emniyet, istihbarat, savunma ve giivenlik, saglik vb. konulara
iliskin lisanststii tezlerle ilgili gizlilik karari, tezin yapildigi kurum tarafindan verilir *. Kurum ve kuruluslarla yapilan
isbirligi protokolii cergevesinde hazirlanan lisanstiistii tezlere iliskin gizlilik karari ise, ilgili kurum ve kurulugsun énerisi
ile enstitii veya fakdiltenin uygun gériisti (izerine (niversite y6netim kurulu tarafindan verilir. Gizlilik karari verilen tezler
Yiiksekégretim Kuruluna bildirilir. Madde 7.2. Gizlilik karari verilen tezler gizlilik siiresince enstitii veya fakiilte
tarafindan gizlilik kurallari gercevesinde muhafaza edilir, gizlilik kararinin kaldinlmasi halinde Tez Otomasyon
Sistemine yiiklenir

* Tez danismaninin énerisi ve enstitii anabilim dalinin uygun gériisi lizerine enstitii veya fakiilte yénetim kurulu
tarafindan karar verilir.
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Bu c¢alismadaki bitlin bilgi ve belgeleri akademik kurallar gergevesinde elde
ettigimi, gorsel, isitsel ve yazili tim bilgi ve sonuglar bilimsel ahlak kurallarina uygun
olarak sundugumu, kullandigim verilerde herhangi bir tahrifat yapmadigimi,
yararlandigim kaynaklara bilimsel normlara uygun olarak atifta bulundugumu, tezimin
kaynak gosterilen durumlar disinda 6zglin oldugunu, Tez Danismani Prof. Dr. Ayse Nurten
Akarsu ve es danisman Dr. Ogr. U. idil Yet'in danismanliginda tarafimdan retildigini ve
Hacettepe Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii Tez Yazim Yénergesine gore yazildigini

beyan ederim.
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Ayrica, Biyoinformatik Yiksek Lisans egitimimde bilgilerini sunan HU

Biyoinformatik Anabilim Dali tyesi degerli hocalarima tesekkiir ederim.

Son olarak uygulama verilerinin elde edilmesinde emegi gecen HU Genetik

Anabilim Dali galisanlarina tesekkiir ederim.
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OZET

Adabali, Y., Ekzom Veri Setinden Hastahiga Ozgii Varyant Veri Tabani Olusturulmasi,
Hacettepe Universitesi Saghk Bilimleri Enstitiisii Biyoinformatik Programi Yiiksek
Lisans Tezi, Ankara, 2019. insan Genom Projesi ile insan referans genom dizisinin
olusturulmasi ardindan ileri nesil dizileme teknolojileri ile katlanarak artan sayida bireyin
genomik dizileri ortaya ¢ikarilmaya devam etmistir. Boylece, insanlar arasinda genomik
dizide milyonlarca farklihigin (varyantin) oldugunu gorilmdstiir. Bu genetik varyantlarin
bir kisminin genetik hastaliklara sebep oldugu bilinmektedir; ancak bir dizileme
analizinde ortaya c¢ikan pek ¢ok varyanttan hangisinin hastalikla iliskili oldugunu
saptamak zordur. Bu tezin amaci, genetik hastalik siphesi olan kisilerden “Ekzom”
dizilemesi yapilarak elde edilen genetik varyant verilerinin Tirk populasyonuna 6zgii
verileri igeren bir varyant veri tabani olusturmakta kullanilmasi ve karsilastirmali varyant
analizi icin bir platform saglanmasidir. Bu amacla, veri tabani yonetim sistemi olarak MS-
SQL; uygulama arka yuz teknolojisi olarak ASP, .NET, MVC; nesne ile iliskisel
haritalama/esleme araci olarak Entity Framework; 6n ylz teknolojisi olarak ise HTML5,
CSS teknolojileriyle Bootstrap, Javascript ve Jquery kiitiphaneleri kullaniimistir. Kurulan
sistem, lon Reporter yazihmi araciliglyla anote edilen tabuler dosya formatlarini (.tsv, .csv
gibi) kullanan genisletilebilir bir veri tabanidir. Veri tabaninda gesitli varyant ozelliklerine
gore sorgu yapilabilmektedir. Ayrica, veri tabanindaki hastaya 6zgi varyantlar, hastalik
tipine ve kalitim modeline gore 3 farkli modda, kurumsal ve uluslararasi varyant veri
tabanlarindaki varyant sikliklarina ve varyantlarin pozisyonu/etkisine gore karsilastirmal
varyant filtrelenebilmektedir. Sonucta, olusturulan veri tabani hastalikla iliskili olabilecek
genetik varyantlarin Tirk toplumuna 6zgl veriler kullanilarak hizli ve etkin analizini

saglamakta ve bilyuk genetik verilerin analizini kolaylastirmaktadir.

Anahtar kelimeler: Tim Ekzom dizileme, Genetik veri tabani, Genetik varyasyon,

Genotip



viii

ABSTRACT

Adabali, Y., Building a Disease-specific Variant Database from Exome Datasets,
Hacettepe University Graduate School Health Sciences Department of Bioinformatics
Master’s Thesis, Ankara, 2019. After the completion of human reference genome
sequence with the Human Genome Project, an increasing niumber of individuals have
been sequenced with next-generation sequencing technologies. This has shown that
millions of genetic differences, called genetic variants, exists between individuals. Some
of these genetic variants are known to cause genetic disorders. However, it is difficult to
pinpoint a disease-causing variant among the many variants present in an individual. The
aim of this thesis is to collect genetic variant data from individuals with suspected genetic
disorders to establish a variant database. This database will provide analysis of specific
variants for Turkish population and providing a platform that allows comparative analysis
of individual data. For this purpose, MS-SQL as the database mangement system; ASP,
.NET, MVC in the back-end; Entity Framework as object-relational mapping tool; HTML5
and CSS technologies and Bootsrap, Javascript ve Jquery libraries in the front-end were
used. The built system establishes an expandable database by incorporating tabular file
formats such as .tsv, .csv which are annotated by the lon Reporter software. The
database allows query options with respect to several variant properties. In addition,
variants for an individual in the database can be compared against the other variants
which can be filtered by 3 modes of disease type and inheritance pattern, frequency of
variants in in-house and international variant databases and the effect or position of
variants. In conclusion, the established database provides a quick and effective analysis
of genetic variants that can be related to several diseases by using specific data for

Turkish population and facilitates the analysis of this big genetic data.

Key Words: Whole exome sequencing, Genetic database, Genetic variation, Genotype



ICINDEKILER

ONAY SAYFASI

YAYIMLAMA VE FiKRI MULKIYET HAKLARI BEYANI
ETIK BEYAN SAYFASI

TESEKKUR

OZET

ABSTRACT

ICINDEKILER

SIMGELER ve KISALTMALAR

SEKILLER

TABLOLAR

1.GiRIS

2. GENEL BILGILER

2.1. insan Genomu ve Genom Mimarisi

2.1.1. insan Genom Projesi

2.1.2. Topluma ve Bireye Ozgii Genetik Degisiklikler (Varyantlar)

2.1.3. Genom ve Varyant Veri Tabanlari

2.2. Yeni Nesil DNA Dizileme Teknolojileri (NGS)

2.2.1. Farkli Platformlara Gore Ekzom Veri Eldesi

2.2.2. Ekzom Verisinden Hastaliga Ozgii Varyantlarin Tespit Edilmesi

2.3. Veri Tabanlari
2.3.1. Veri Tabani Mimarileri

2.3.2. Veri Tabanlarinda Optimizasyon islemleri

2.3.3. Dinamik Web Uygulamalari
2.3.4. On yiiz mimarileri
2.3.5. Arka yliz mimarileri
2.3.6. Yazilim Gelistirme Mimarileri
3. GEREC, YONTEM VE BIiREYLER
3.1. Bireyler

Vi
Vii

viii

Xi
XVi

Xviii

o U1 B~ W W

12
13
16
22
22
25
25
26
28
30
31
31



3.2. Galismada Kullanilan Yontemler
3.2.1. Calismada Kullanilan Uygulama Gelistirme Ortamlari
3.2.2. Veri tabani islemleri
3.2.3. Veri aktarim uygulamasi
3.2.4. Web Uygulamasinin Gelistirilmesi
4. BULGULAR
4.1. Yaziimlarin Genel Ozellikleri
4.1.1 Veri Yuklenmesi igin Gelistirilen Masausti Uygulamasi
4.1.2 Veri tabani
4.1.3 Web Arayiizii Uygulamasi
4.2. Filtreleme Modlarinin Degerlendirilmesi
4.2.1. Veri tabaninin Varyant Filtreleme Becerisinin Degerlendirilmesi
4.2.2. Farkl Filtreleme Modlarina Gore Patojenik Varyant Saptanmasi
5. TARTISMA
6. SONUC VE ONERILER
7. KAYNAKLAR
8. EKLER
EK-1: Tez Calismast ile ilgili Etik Kurul izni
EK-2: Tez Calismasi Orijinallik Raporu
EK-3: MS-SQL Management Studio lizerinden csv dosyas! aktarimi

EK-4: “tmpGrch38” tablosundan gen ile iligkili tablolara aktarim yapan T-SQL

sorgulari
EK-5: “GetVariants” isimli fonksiyona c¢agri yapan kod blogu
9. 0ZGECMIS

31
32
33
35
41
45
45
45
48
58
64
64
70
78
88
89



1KGP
3' UTR
5' UTR
AAF
ABD
ADA2
ADO
AJAX
AMAF

ANOVA
ANSI

B Tree
bam
BL
cDNA
CERN

CmMDB
CODASYL

COSMIC

CRUD
CSS
csv
DAL
DBA

Xi

SIMGELER ve KISALTMALAR
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1. GIRIS

Son ylizyilin en 6nemli projelerinden biri olan ve basta insan olmak lzere farkh
tiirlerin referans genomlarini dizilemeyi hedefleyen “insan Genom Projesi” ABD, Fransa,
ingiltere, Japonya ve Cin isbirliginde tamamlanarak 2003 yilinda insan genomuna ait
referans dizi belirlenmistir. Buna gore insan genomu 3,2 milyar bazdan olusmakta, bunun
ancak %1,5’luk kismi proteinlere kodlanan fonksiyonel gen bolgelerini icermektedir (1).
Geri kalan %98,5’luk kisim ise kodlanmayan genom dizisinden olusmakla birlikte bu
bolgelerde yer alan regilatér elemanlar gen fonksiyonlarini diizenlemede kritik rol
Ustlenmektedirler (2). insan genom projesinin tamamlanmasi pek cok acidan genetik
alaninda ¢igir agacak yeniliklerle doludur. Bunlarin 6nemli bir sonucu nedeni bilinmeyen
genetik hastaliklarin nedenlerinin tespit edilmesinde hizli ve goreceli olarak kolay
uygulanabilen yontemlerin gelistirilmis olmasidir.  Gelisen ylksek olcekli dizileme
yontemleri ile birlikte insan genomunu tek kosumda dizileyebilmek mimkiin hale
gelmistir. Es zamanli olarak kurumsal alt yapilarda ylksek 6l¢ekli genom dizileme
yontemleri uygulanmaya baslamis ve hastaliklara neden olan genlerin saptanmasinda
belirgin basari elde edilmesine neden olmustur.

Tim genomda yerlesik olan yaklasik 22.000 genin kodlanan bélgelerinin hedefli
dizilemesi tim ekzom dizileme olarak adlandiriimis ve 6zellikle hemen tamami Mendel
kalitimi 6zellikleri gbsteren nadir hastaliklara neden olan gen degisikliklerinin saptanmasi
icin etkin olarak kullanilmaya baslanmistir. Buna karsin tim diinyada tamamlanan genis
kapasiteli ekzom dizileme sonuglari nadir hastaliklarin ancak %30’unda ekzom dizileme
ile hedefe ulasilabildigini gostermistir (3). Bunun farkh sebepleri olmakla birlikte
hastaliktan sorumlu oldugu disinilen genom degisikliklerinin  (varyant) tespit
edilmesinde populasyonlara 6zgi varyant bilgilerinin yetersiz olusu 6n plana cikan
nedenler arasindadir. Bu nedenle, tim ekzom ve tim genom calismalarinda varyant
bilgilerinin veri tabanlarinda toplanmasi ve populasyon temelli veri tabanlarinin etkin

veri yonetim sistemleri ile idare edilmesi kacinilmaz bir gereklilik olarak karsimiza



ctkmistir. Buna yonelik olarak farkl toplumlardan yiz binlerce bireyin varyant bilgilerini
iceren EXAC, gnomAD, Greater Middle East Genome Project (Bilylk Orta Dogu Genom
Projesi) gibi veri tabanlari ortaya ¢cikmis ve bu veri tabanlarinin web uygulamalari ile
erisimi ve kullanimi olanakh hale gelmistir (4-6). Bunlara ek olarak, tim toplumlar kendi
toplumlarina 6zgli genom projelerini tamamlamakta ve veri tabanlarini olusturmaktadir.
Arastiricilarin biyilk bir cogunlugu ise, kurumsal alt yapilarda elde edilen tim ekzom ve
tim genom verilerini kurumsal veri tabanlarinda (in-house database) toplamakta ve bu
veri tabalarindaki genomik bilgileri birbirleri ile karsilastirarak bireylerde saptanan
varyant sayisini azaltma yolunu se¢mektedir.

Ulkemizde populasyona 6zgii bir varyant veri tabani bulunmamaktadir. Bu alanda
TUBITAK, TUSEB gibi farkli kurumlarin ¢abalari olmakla birlikte heniiz tiim arastiricilarin
kullanimina acilan bir veri tabani olusturulamamistir (7,8). Bu acidan, filtrelemede
oncelik belirleme agisindan kaginilmaz bir gereklilik olan kurumsal veri tabani
olusturulmasi ve bunun etkin bir veri yonetim sistemi ile idare edilmesi tilkemizde heniiz
mumkiin degildir. Veri tabanlari yapisal bilgi ya da verilerin elektronik ortamda organize
sekilde toplandigi yapilardir. Veri tabani sistemlerinin kontrolleri ise veri tabani yonetim
sistemleri olarak adlandirilan yaziimlarla gerceklestirilmektedir. Veri tabani yénetim
sistemleri informasyon teknolojilerinin biyolojik bilgilerin yorumlanmasina dogrudan
katki yaptigi glincel ve surekli degisime agik bir alan olarak karsimiza ¢ikmaktadir.

Sunulan tez calismasinda, Hacettepe Universitesi Tibbi Genetik Anabilim Dali
blinyesinde elde edilen ekzom verilerinin elektronik ortamda toplanmasi, farkl kalitim
kaliplarina 6zgli modeller gelistirilerek hizli ve etkin filtrelemeye yonelik yazilim

gelistirilmesi planlanmustir.



2. GENEL BILGILER

2.1. insan Genomu ve Genom Mimarisi

insan genomu, hiicre ¢ekirdeginde bulunan 22 cift otozomal kromozom, 1 ift
esey kromozomu ve mitokondriyal DNA’dan meydana gelen yaklasik 3,2 milyar baz
ciftinin olusturdugu genetik dizinin bitiiniidiir. insanlar olusturan esas hiicreler olan
somatik hiicreler” diploiddir — genomlari 2 adet birbirinden ufak farkliliklar iceren kopya
seklinde olup 6,4 milyar baz ciftinden olusmaktadir (9). Esey hiicreleri olan gametlerde
ise genom haploid olup DNA’larinda 3,2 milyar baz cifti bulunmaktadir.

DNA molekiliniin yapisindaki islevsel birimlere gen adi verilir. Bu genlerin
¢cogunlugunu 20.000-21.000 adet olan protein kodlayan genler olusturmaktadir (10).
Genler, kendileri dogrudan islev géren RNA’larin veya protein kodlanmasina aracilik
edecek mRNA’larin dizisine kalip olustururlar. Genler disindaki alanlara ise genler arasi
bolge adi verilmektedir. Bu bolgelerde ¢ok sayidaki tekrar dizisinin yaninda genlerin
basi/sonunu belirleyen diziler ve gen aktivitesinin kontroliinii saglayan diziler de
mevcuttur. Protein kodlayan bir gen, dizisini kodladigi mRNA’larin Uizerindeki protein
kodlamasina katilan ekzon; kodlamaya katilmayarak mRNA sentezi asamasinda kirpilma
(splicing) mekanizmasi ile uzaklastirilan intron; mRNA’nin yapisina katilan ancak protein
kodlayan dizinin 6ncesindeki 5" UTR (5’ untranslated region, 5’ translayona ugramayan
bolge) ve sonrasindaki 3’ UTR (3’ untranslated region, 3’ translayona ugramayan bolge)
bolgelerinden olusur (Sekil 1.1). Tim ekzonlar (ekzom), tim genomun %1-2’lik bir alanini
olusturmaktadir (1,11).

intronlarin kirpilmasinin gerceklesmesi icin ekzonlarin baslangic ve bitisinde
bulunan diziler kirpilma mekanizmasi tarafindan taninmalidir. Bunun icin intronun ilk ve
son 2 nukleotid uzunlugundaki kismi kritik 6nem tasimaktadir. Bu dizi cogunlukla
ekzonun 5’ verici (donor) ucunda konumlanmis GT baz dizisi ile 3" alici (acceptor) ucunda

yer alan AG baz dizisini icermektedir. insan genomunun kaba taslak yapisi 80’li yillarin



basindan beri bilinse de genom dizinin detayl sekilde ortaya gikarilmasi 2001 yilinda

insan Genom Projesi’nin ilk sonuglari yayinlandiktan sonra gergeklesmistir (1).

Transkripsiyon Transkripsiyon
Baslama Sonlanma
Noktasi Noktasi

l GT.. ..AG l
DNA  ———————] SUTR - - - — . - - SUTR " Genler aras:
Genler arasi

Promotor Bélge N
(Genler arasi bolge) bolge

' Transkripsiyon

mRNA —
. Kirpilma (Splicing)

AUG (Start) Stop

l, Translasyon

Protein /\f\,

Olgun mRNA

Sekil 2.1. insanlarda protein kodlayan bir genin béliimleri. Protein kodlayan bir gen
protein dizisine katilan ekzon; mRNA’ya kodlandiktan sonra kirpilan
(splicing); bu dizilerin 6ncesindeki 5 UTR (5’ untranslated region, 5’
translayona ugramayan bolge) ve sonrasindaki 3° UTR (3’ untranslated
region, 3’ translayona ugramayan bolge) bodlgelerinden olusur.
Transkripsiyonun basladigi ve bittigi noktalar genin sinirini belirlerken
bunlar disinda kalan bolgelere genler arasi bolge adi verilir. 5’UTR
oncesindeki genler arasi bolge transkripsiyonun baglayacagi noktayi
belirleyen promotor dizilerini de icerir. mRNA olgunlastiktan sonra sadece
ekzonlardan kaynaklanan dizilerin protein dizisini kodladigina dikkat
ediniz.

2.1.1. insan Genom Projesi

insanoglu godzlem yapip sorgulamaya basladigl andan itibaren “Ben kimim?”
sorusunun yanitini aramistir. 1990 yilinda resmi olarak basladiginda bu soruyu
cevaplamak icin ilk adimlarin atilmasini saglayan insan Genom Projesi, 6 farkli ilkedeki
20 merkezde gerceklestirilen kapsamli bir calisma sonucunda 14 Nisan 2003 tarihinde
tamamlanmistir. Bu merkezlerin 12’si ABD, 3’ Almanya, 2’si Japonya ve birer tanesi Cin,
Fransa ve ingiltere’de bulunmaktadir (12). insan haploid genom dizisinin belirlenmesini

saglayan bu proje sonrasinda yaklasik 3 milyar niikleotidden olusan referans dizi ortaya



cikarilmis ve 6zellikle nadir genetik hastaliklarin etiyolojisinin aydinlatiimasi igin dev bir
adim atilmistir. Genetik alaninda yapilan galismalarin sayisi arttik¢a bireyin genomundan
ziyade populasyonun gen havuzunun karakterize edilmesinin hastaliklarin etiyolojisinin
saptanmasinda 6nemi fark edilmistir. Bazi toplumlarda mutasyon olarak kabul edilen
varyantlarin yeniden kategorize edilmesi ve genisletilmis populasyon verileri ile
karsilastirilmasi sonucunda bu degisikliklerin polimorfizm olarak siniflandirildigi ve
hastaliga yol acmadigi gorilmiustir (13). Boylelikle, insan genom projesinin amaci olan
referans dizinin olusturulmasinin yeterli olmadigi, aslinda cevaplanmasi gereken sorunun
ise “Biz kimiz?” oldugu ortaya ¢cikmistir. Bununla uyumlu olarak pek ¢ok lilke-bolge, kendi
lokal popitlasyon veri tabanlarini olusturmaya baslamistir. Genom dizilemeleri giinlik
hayata girmis, ¢ok sayida veri kurumsal altyapilarda Uretilir hale gelmistir. Arastiricilar,
populasyon veri tabanlarini kullanirken bunun yani sira kendi kurumsal verilerini

birbirleri ile karsilastirmayi da etkin bir strateji olarak benimsemislerdir.

2.1.2. Topluma ve Bireye Ozgii Genetik Degisiklikler (Varyantlar)

Belirli bir poptlasyonun kendi icinde veya farkli toplumlar arasindaki yaygin
genetik cesitliliklere polimorfizm adi verilmektedir. Hastalik ile iliskilendirilebilecek nadir
degisiklikler ise “mutasyon” olarak adlandiriimaktadir (14). Cok sayida verinin bir arada
kullanilmasi sonucu, genetik degisikliklerin farkh toplumlarda goérilme sikliklarinin
degistigi anlasilmistir. Genom dizisindeki cesitlilik hem calisilan hastaligin tiiriine hem de
bireylerin genom arka planlarindaki degisikliklere gére sekillenmektedir. ister hastaliga
sebep olsun, isterse polimorfizm olarak degerlendirilsin, referans genom dizisine gore
farklilk gosteren genetik degisikliklerin tamamina “varyant” adi verilmektedir.

Genomda bulunan biitlin varyantlar farkl toplumlar icin farkli frekansta ortaya
cikmaktadir. Ozellikle nadir hastalik calismalarinda hastalik etkeni bir genetik degisikligin
mutasyon olarak adlandirilabilmesi igin toplumda goérilme sikligi kritik 6nem

tasimaktadir. Referans allelden sonra en sik rastlanan allelin toplumda goriilme sikligi



%1’'in altindaysa bu genetik degisiklik nadir hastaliklar i¢cin mutasyon adayi olarak
degerlendirilebilir (7). Minor allel frekansi (MAF) olarak adlandirilan ve bir toplumda
belirli bir varyant igin ikinci sik rastlanan allel, nadir hastaliklarin genetik etiyolojisinin
aydinlatilmasi icin en 6nemli degerlendirme kriteridir. Ozellikle artan genetik popiilasyon
verileri ve karakterize edilen mutasyon tipleri ile birlikte nadir hastaliklar igin %1 olarak
belirlenen esik degerinin glincellenmesi 6nerilmistir. Shearer ve ark., 2014 yilinda
yaptiklari ¢calismanin sonucunda mutasyon olarak bildirilmis MAF degerlerini gbzden
gecirip varyantlari tekrar siniflandirmistir. Elde edilen sonuglar dogrultusunda otozomal
resesif gecisli nadir hastaliklar icin MAF esik degeri 0,005, otozomal dominant gegisli
nadir hastalilar igin ise 0,0005 olarak onerilmistir (13).

Genetik degisiklikler, protein kodlayan ve kodlamayan genleri, hatta genler arasi
bolgeleri etkileyebilir. Bu genetik degisiklikler arasinda o0zellikle protein kodlayan
genlerdeki genetik degisikliklerin protein lzerine etkisini 6ngdérmek mimkindir. Bir
mutasyon, protein kodlayan gendeki yerine gore ekzonik, intronik, 5’UTR, 3'UTR ve yakin
genler arasi bolge mutasyonlari olarak siniflandirilabilir. Bu mutasyonlardan ekzonik
mutasyonlar dogrudan amino asit yapisina etki edebilirken diger mutasyonlarin etkileri
ancak dolaylh olabilir. Dolayli etkileri 6ngérmek zor olmakla beraber 6zellikle intronun ilk
2 bazi ve son 2 bazindaki degisikliklerin kirpiima diizenini degistirerek amino asit dizisinde
bliyik ekleme (insersiyon), cikarma (delesyon) ve cerceve kaymalarina sebep olabildigi
bilinmektedir (15). Ekzonik dizilerdeki degisiklikler ise nikleotid sayisini degistirip
degistirmedigine gore ikiye ayrilabilir: Nokta mutasyonlari ve insersiyon/delesyonlar.
Nokta mutasyonlari, sessiz (sinonim), missense (yanlis anlamli mutasyon), nonsense
(anlamsiz mutasyon) ve daha nadir birkag farkh sekilde olabilir. insersiyon/delesyonlar
icin ise eklenen/eksilen niikleotid sayisi mutasyonun etkisini belirlemede 6nemlidir. Her
U¢ nikleotidin protein Gzerinde bir amino asidi belirleyen kodon dizisini olusturdugu
distnildigiunde ucgln kati sayida olan insersiyon/delesyonlar sadece amino asit
insersiyon/delesyonlarina neden olan gergeve ici (in-frame) degisikliklerken; tgin kati

olmayan sayidaki degisiklikler cerceve kaymasina (frameshift) sebep olmaktadir. Bu



degisiklikler ve etkileri Sekil 2.2’de 6zetlenmistir. Ozellikle proteinlerin erken
sonlanmasina sebep olabilen gergeve kaymasi ve nonsense mutasyonlarinin protein islevi
Uzerinde daha buiyilik kayba neden olduklari bilinmektedir. Ayrica, bu mutasyonlarda
nonsense aracili RNA par¢alanmasi mekanizmasi ile protein Gretiminin de kisitlanarak
mutasyonlarin zararh etkisini artirmaktadir (16).

Bir genetik degisikligin mutasyon olarak adlandirilmasi i¢cin MAF, mutasyonun
protein yapisi lizerine etkisi ve bunun gibi bircok kriter bir arada degerlendirilmelidir.
Genomun tamamini tek seferde dizilemeye olanak kilan yeni nesil DNA dizileme
teknolojileri ile pek ¢ok genetik degisikligin genis toplumlardaki sikhgi ve dagilimini da

belirlemek mimkin hale gelmistir.
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Sekil 2.2. Protein kodlayan genlerdeki farkli mutasyonlarin etkileri. Protein
kodlayan gen mutasyonlarinin gen lizerindeki yerine bakildiginda genler
arasi bolge, 5’UTR, 3’UTR ve derin intronik varyantlarin etkilerini
ongdérmek zordur. Ote vyandan, intronun ekzona komsu 1-2
niikleotidindeki varyantlar cogunlukla splicing mekanizmasini bozdugu
icin protein yapisinda ciddi sorunlara sebep olurlar. Bunun yaninda,
dogrudan protein kodlayan diziyi olusturdugu igin ekzonik varyantlarin
protein tzerindeki etkilerini 6ngérmek daha kolaydir. Ekzonik varyantlarin
etkileri seklin sag béluminde gosterilmistir. Her bir varyant tlrinin etkisi



altinda yer alan DNA dizisi ve protein dizisi ile 6rneklenmistir. Bu
orneklerde, kirmizi ile belirtilen degisiklikler DNA nikleotid dizisindeki
degisiklikleri ve bunlarin protein amino asit dizisindeki sonugclarini
gostermektedir.

2.1.3. Genom ve Varyant Veri Tabanlari

insan genom projesi tamamlanip referans dizi aydinlatildiktan sonra &zellikle
genetik hastaliklar Gizerine ¢alisan arastiricilarin yararlanmasina yonelik veri tabanlarinin
olusturulmasiicin temeller atilmaya baslanmistir. Resmi olarak Nisan 2003’te projenin ilk
sonuglarinin yayinlanmasini takiben yaklasik Gi¢ ay sonra ABD kaynakli “National Center
for Biotechnology Information” kurumunun NCBI34/hgl6é genom versiyonunu
yayinlamasi ile ilk insan genom veri tabani da ortaya c¢ikmistir (17). Yeni nesil DNA
dizileme teknolojilerinin yaygin olarak kullanilmaya baslanmasi ile Ekzom Dizileme
Projesi (Exome Sequencing Project/ESP) ve 1000 Genom Projesi (1000 Genomes
Project/1KGP) gibi genis populasyonlardaki yiksek olcekli DNA dizileme calismalari
sonucunda gerek genom gerekse varyant dilizeyinde bilgi iceren veri tabanlari
olusturulmaya baslanmis bugilin varyant filtreleme asamalarinda etkin olarak

kullanilmaktadir (18,19).

NCBI (National Center for Biotechnology Information) — GenBank Veri Tabani

NCBI'in (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/) DNA dizi verilerini iceren “GenBank”
arsivi, 1982 yilinin aralk ayinda Uclinci ciktilarini acik erisimli bir veri tabani sekilde
yayinladiginda farkli organizmalara ait 606 DNA dizisi ve 680.338 niikleotidden olusan bir
veri bankasi halinde idi. Haziran 2019°da 232. ¢iktinin verilerine gore ise bu veri tabani
yine farkh organizmalara ait 213,4 milyon DNA dizisi ve 329,8 milyar nikleotidden
meydana gelen genis bir referans kaynak niteligi tasimaktadir (20). Bu kaynak, 6zellikle
tim genom verilerinin yiklenmesiyle yaklasik 1 milyar genom DNA dizisi ve 4,8 trilyon

niikleotid iceren devasa bir veri tabani olarak kullanilmaktadir (20). NCBI biinyesinde
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referans dizilerin bulundugu GenBank, web servis hizmeti saglayicilarindan eutils Python

paketi ve SOAP XML temelli protokoli kullanmaktadir.

UCSC Genome Browser

UCSC (https://genome.ucsc.edu/); Kaliforniya Universitesi, Santa Cruz arastiricilari
tarafindan olusturulan ve idamesi saglanan, hem kullanici dostu bir arayliz sunmasi hem
de ihtiya¢ duyulan verinin esnek bir sekilde indirilebilmesi gibi olanaklari sayesinde
siklikla basvurulan bir genom tarayicisidir. Bircok model organizma dahil olmak lizere gok
sayida omurgali ve omurgasiz canli tlirlinlin referans genom dizilerini igerir. Bu referans
dizilerin interaktif sekilde kullanilmasina olanak saglayan bir web sitesi tasarimina
sahiptir. UCSC blinyesindeki tarayici, hizlh etkilesimi destekleyecek sekilde optimize
edilmis bir araylize sahiptir ve verilerin hizli bir sekilde gorsellestirilmesi, incelenmesi ve
sorgulanmasi igin MySQL veri tabaninin tzerine kurulmustur.

UCSC genom tarayicisi, 2001 yilinda insan Genom Projesi’nin ilk meyvelerinin
dagitimi icin bir kaynak olarak kullanilmaya baslamistir. Giinimuizde 100’den fazla tiire

ait 180’in Uzerinde genom dizi icermektedir (21).

The Exome Aggregation Consortium (ExAC) Browser

EXAC veri tabani (http://exac.broadinstitute.org/), UCSC’den farkl olarak butin bir
insan referans genom verisini icermez. Bunun yerine farkl etnik kokenlerden gelen ve
konjenital bir hastaligi olmadigi bilinen 60.706 bireyin tim ekzom dizileme yontemi ile
elde edilen varyant bilgilerini barindirir (4). EXAC varyant veri tabani, nadir genetik
hastaliklar Gzerine calisan arastirma gruplari icin bir kontrol niteligindedir. Bu veri
tabaninda 60.706 birey icin tim ekzom dizileme sonucu elde edilen varyantlarin tamami,
genotip sayilari, frekanslari ve okuma derinligi gibi kritler kullanilarak siniflandirmistir.
Agustos 2016 tarihinden itibaren veri tabanina kontrol gruplarindaki kopya sayisi

degisiklikleri de eklenmistir (4).
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Genome Aggregation Database (gnomAD)

gnomAD veri tabani (https://gnomad.broadinstitute.org/) ise farkh etnik
kokenlerden gelen ve konjenital bir hastaligi olmadigi bilinen 125.748 bireyin tim ekzom
dizileme, 15.708 bireyin ise genom dizileme yontemi ile elde edilen varyant bilgilerini
barindirir. gnomAD veri tabaninda g¢alismaya katilan bireyler igin toplamda 17,2 milyon
ekzonik, 261,9 milyon genomik varyant tespit edilmistir. Bu varyantlar ¢alismaya 6zgu bir
rastgele orman (random forest) veri madenciligi yontemi ile islenmis ve filtreleme
sonucunda 14,9 milyon ekzonik, 229,9 milyon filtrelenmis yliksek kalitede varyant elde
edilmistir (5).

Genis kapsamli bir referans niteligi olmasina karsin icerisinde genetik bir hastaliga
sahip bireylerin de bulunabilecegi goz 6nline alinarak, bu veri tabaninin nadir genetik
hastaliklar igin varyant filtreleme basamaklarinda kullanilmasi tasarimcilar tarafindan

onerilmemektedir.

Popiilasyonlara Ozgii Veri Tabanlari

Ozellikle nadir hastalik calismalarinda yiiksek dlcekli DNA dizileme sonuglarinin
filtrelenmesi icin varyantlarin toplumda goérilme sikhigi kritik dneme sahiptir. Her ne
kadar ExAC ve gnomAD gibi farkl popilasyonlardan bireylerin olusturdugu veri tabanlari
bu filtreleme basamaklari icin kullanish olsa da bazi genetik degisikliklerin toplumlara
0zgl oldugu disiundldiginde bircok Ulke kendi lokal veri tabanlarini olusturmak icin
¢alismalara baslamistir. Diinyada bunun ornekleri arasinda Cin Milyonom Veri tabani
(CMDB), ingiltere Genom Projesi, Hollanda Genom Projesi (GoNL), Japon Tek Niikleotid
Polimorfizm Projesi (JSNP), Pan-Asya SNP Genotipleme Veri Tabani (PanSNPdb),
Hindistan Genom Varyasyon Veri Tabani (IGVdb), Singapur Genom Varyasyon Projesi
(SGVP) ve Estonya Genom Projesi olarak siralanabilir (22-29). Ulkemizde de yiiksek dlgekli
DNA dizileme yontemleriile elde edilen veriler kullanilarak yapilan ¢alismalar mevcuttur.
Alkan ve ark., 2014 yilinda yaptiklari genom dizileme c¢alismasinda 16 Tirk bireye tim
genom dizileme gergeklestirmis ve bu bireylerin genetik yapilarini ortaya koymustur (30).

Toplamda 1.111 Orta Dogulu bireyden elde edilen ekzom dizileme verileri ile gerceklesen
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Greater Middle East Genome Project (Blylik Orta Dogu Genom Projesi) icerisinde ise
toplamda 140 Tirk ekzom dizileme verisi kullanilmistir (6). Bu ¢alismalar haricinde, heniiz
yayinlanmamis  TUBITAK Marmara Arastirma  Merkezi'nde (TUBITAK-MAM)
gerceklestirilmis ¢ok sayida ekzom ve tim genom dizileme verisi bulunmakta, ayrica
Tirkiye Saglik Enstitiileri Baskanhigi’nin da (TUSEB) 100.000 Tirk genom projesi
kapsaminda ilk asamada gergeklestirdigi 100 Turk bireyin genom dizileme verisi
bulunmaktadir (7,8). Ancak bunlara erisim henliz mimkiin degildir. Bu nedenle,
ekzom/genom analizlerinde hastaliklarla iliskili degisikliklerin saptanmasinda Turkiye’ye
0zgu arastiricilarin genel erisimine agik bir veri tabani olmadigi icin dncelik belirleme

asamalarinda buyuk bir zorlukla karsilagilmaktadir.

2.2. Yeni Nesil DNA Dizileme Teknolojileri (NGS)

insan genom projesi sonrasinda biiyiik genom parcalarini kurumsal alt yapilar
icinde kisa bir zamanda dizilemek ve veri elde etmek mimkiin hale gelmistir. Gene
yonelik hedefli dizilemeler, tim ekzom dizileme ve tiim genom dizileme yéntemlerinin
bltlna yeni nesil dizileme (next generation sequencing, NGS) olarak adlandiriimaktadir.
3,2 milyar baz ¢iftinden meydana gelen insan genomunun yarisi tekrar dizilerinden, %25’i
genler arasi (intergenik) bolgelerden, %23’G intronik bolgelerden ve yaklasik %1,5’luk
kismi protein kodlamasina katilan ve ekzon adi verilen DNA dizilerinden meydana
gelmektedir (31). Nadir genetik hastaliklarin blytk bir kismi da bu %1,5’luk protein
kodlamasina katilan dizilerde meydana gelen hatalardan kaynaklanmaktadir. Bu
gercekten yola ¢ikarak gelistirilen, 6zellikle genetik hastaliklarin tani ve tedavisine yonelik
tasarlanmis hedefli DNA dizileme yontemine ekzom dizileme adi verilmektedir. Ekzom
dizileme yonteminde yaklasik 30 milyon niikleotid ve 180.000 ekzonik gen bolgesi
dizilenebilmektedir. Yeni nesil dizileme yontemlerinin pratikte en sik kullanilan tiird olan

tim ekzom dizileme metodu ile konjenital genetik hastaliklara sahip bireylerin yaklasik
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%30’una kesin tani konabilmektedir (32). Yeni nesil dizilemenin en yaygin kullanildigi alan

olan nadir hastalik ¢alismalari da bu teknolojinin gelismesi ile beraber hizlanmistir.

2.2.1. Farkh Platformlara Gore Ekzom Veri Eldesi

Yeni nesil DNA dizileme teknolojisi ortaya ¢iktigindan beri birgok farkl treticinin
gelistirmis oldugu cok sayida platform kullanilmigtir. Bunlar arasindan giinimiizde en
yaygin olarak tercih edilen ve kabul gérenleri ise Illumina ve Thermo Fisher Scientific
altyapilaridir. iki platform arasindaki en belirgin fark Illumina tarafindan gelistirilen
ylksek okuma kapasiteli modellerin tim genom dizileme icin de elverisli olmasi; ancak
Thermo Fisher Scientific altyapisindaki cihazlar ile gerceklestirilebilen en yliksek hacimli
dizileme protokollniin ekzom dizileme olmasidir.

llumina platformu ile gergeklestiriien DNA dizilemede kitlphaneler, oligo
niikleotidlerle kaplanmis bir ylizeye (flowcell) baglanir. Amplifikasyon bu ylizey lizerinde
gerceklesir ve bu sekilde DNA kimeleri olusturulur. Ekzonik gen bdlgelerinin
polimerizasyonu icin nikleotidler es zamanli olarak tepkimenin gerceklesecegi ortama
salinir ve yulzey Uzerindeki oligo nikleotidler ile eslesemeyen molekiiller ortamdan
uzaklastirilir. Oligo nikleotidler ile eslesme gerceklestiginde ortaya ¢ikan enerji enzim
tepkimeleri ile 1s18a donlstirulir ve 6zel kamera sistemleri ile algilanir (33).

Thermo Fisher Scientific (lon Torrent/lon Proton) sistemlerinde ise DNA parcalari,
ekzonik gen bdlgelerini hedefleyen primerler ile ¢cogaltilir. Ardindan emilsiyon temelli
polimeraz zincir reaksiyonu (emPCR) metodu kullanilarak nano boyuttaki kireler
etrafinda ve mikroyag reaktérleri icerisinde bir amplifikasyon daha meydana gelir. ikinci
amplifikasyondan elde edilen {rlinler manyetik kireler ile yakalanir, saflastirilir ve
dizileme asamasinda niikleotid baglanmasi ile degisen ortam pH’inin algilanmasi ile
dizilenir (34). ileri nesil dizilemenin her iki sistemde de ortak kullandigi basamaklarin
gorsel bir ozeti Sekil 2.3’te sunulmustur. Her iki sistemde de buylk kopya sayisi

degisikliklerinin tespit edilmesinde sorunlar yasanmaktadir (35). Ozellikle, amplifikasyon
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temelli NGS calismalarinda tek allel kayboldugu zaman ortamda kalip bulundugu igin
amplifikasyon olacagindan ilgili kaybi tespit etmek hibridizasyon bazli tekniklere gore
daha zordur. Buna ek olarak, pH degisimine duyarli lon Torrent/lon Proton sistemleri ile
yapilan dizilemelerde art arda ayni niikleotidin tekrar ettigi durumlarda (homopolimer)
tekrar sayisinin yanlis tespitine dayali dizileme hatalari degerlendirmede 6nemli bir sorun
yaratmaktadir (36).

Bu tez calismasinda Uretilen veri tabani, Hacettepe Universitesi Tibbi Genetik
Anabilim Dali bliinyesinde Thermo Fisher Scientific - lon Proton sistemi ile Uretilen ekzom
dizileme verilerine goére tasarlanmistir. Gelistirilen yazilimin ayni zamanda lllumina
platformu ile Uretilen ekzom dizileme verilerinin de kullanilmasina olanak saglamasi

hedeflenmistir.
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2.2.2. Ekzom Verisinden Hastaliga Ozgii Varyantlarin Tespit Edilmesi

Tim ekzom dizileme yonteminde islak laboratuvar uygulamalarini takiben yapilan
dizileme isleminden sonra ¢ikti olarak .fastq formatinda bir metin dosyasi elde
edilmektedir. Tum ekzom dizileme ile elde edilen .fastq verisi, referans genoma gore
hizalanmamis okumalarin nikleotid dizilimlerini icermektedir. Bu okumalar referans
genoma gore hizalandiktan sonra .bam uzantili (binary alignment/map file) dosyalar elde
edilmektedir. .bam uzantili hizalanmis veriler kullanilarak referans genoma gére ortaya
citkan farkhliklar (varyantlar) .vcf uzantili (variant caller format) dosyalar seklinde
kaydedilir (37). lon Proton sisteminden elde edilen sinyaller yerel sunucuya aktarilarak
.bam ve .vcf uzantili dosyalar olusturulur. .vcf uzantili dosyalarin lon Reporter bulut
sistemine ylklenmesi ile anotasyon yapilir (Sekil 2.3) (38,39). Bu sekilde elde edilen
varyant tablolarinda ilgili genetik degisikligin karakterize edilebilmesi icin varyant ile ilgili
detaylarin yer aldigi yaklasik 50 kolon bulunur. Kolon sayilar, farkli lon Reporter
versiyonlarina gore farklilik gosterebilmektedir. Varyant detaylarini iceren kolonlar ve bu

kolonlarin agiklamasi Tablo 2.1’de verilmistir (38).

Tablo 2.1. lon Reporter v5.10 anote .vcf Varyant tablosunda yer alan kolon
basliklari ve bu basliklarin agiklamalari (38).

Kolon Bashigi Agiklama
Locus Varyantin kromozomal lokasyon bilgisini icerir.
Genotype Varyantin genotip bilgisini icerir. Orn: G/A gosterimi; ilgili &rnekte

belirli bir kromozom bdlgesinde “Guanin” ve “Adenin” olmak tzere iki
allelin varhgini gosterir.

Filter Varyantin okuma kalitesi kriterlerini gecip gecmedigini belirtir.
Ref llgili genomik lokalizasyondaki referans niikleotid bilgisini igerir.

Observed Allele Referans allele gore degisiklik gbsteren niikleotid bilgisini icerir.
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lon Reporter anote .vcf Varyant tablosunda yer alan kolon basliklari
ve bu bagliklarin agiklamalari.

Kolon Baghgi

Agiklama

Type

Genes

Location

Length
% Frequency

Strand

Exon

Transcript

Coding

Amino Acid Change

Niikleotid degisikliginin turini belirtir. Orn: SNV: Single Nucleotide
Variation, Tek nukleotid degisikligi, INDEL: Klglk insersiyon/delesyon,
MNV: Multiple nucleotide variation, Coklu niikleotid degisikligi
anlamina gelmektedir.

Varyantin bulundugu gen/genleri belirtir.

Genetik degisikligin gen bolgesindeki karsiligini gosterir. unknown
(bilinmiyor), intergenic (Genler arasi), intronic (intronik), exonic
(ekzonik), utr_5 (5" UTR), utr_3 (3’ UTR), splicesite_5 (5’ splice bolgesi),
splicesite_3 (3’ splice bolgesi), upstream (Genin 5 ucundan 6nce),
downstream (Genin 3’ ucundan sonra), exonic_nc (protein
kodlamasina katilmayan genin ekzonik bdlgesi), intronic_nc (protein
kodlamasina katilmayan genin intronik bolgesi), ncRNA (kodlamayan
RNA), nonCoding (kodlamayan gen) seklinde veriler barindirmaktadir.

Varyantin kag niikleotidi kapsadigini belirtir.
Varyant allel okumasinin toplam okuma sayisina olan oranini verir.

Varyantin bulundugu gen/genlerin DNA molekilindeki yerlesim

”

yonliini gosterir. “+” simgesi ilgili varyantin bulundugu genin 5’

ucundan 3’ ucuna dogru genomik lokasyon olarak artan nikleotid

aon

sayisi seklinde yerlestigini, simgesi ise azalan sekilde yerlestigini

gostermektedir.

llgili varyantin gendeki kacinci ekzonda bulundugunu belirtir.
Varyantin bulundugu genin NCBI transkript kodunu icerir.
Varyantin cDNA diizeyindeki adlandirmasini belirtir.

Varyantin protein diizeyindeki adlandirmasini belirtir.
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lon Reporter anote .vcf Varyant tablosunda yer alan kolon basliklari
ve bu bagliklarin agiklamalari.

Kolon Baghgi

Agiklama

Variant Effect

PhyloP

SIFT

Grantham

PolyPhen

ilgili genetik degisikligin protein (izerindeki etkisini gdsterir. refAllele
(referans alleli ile ayni niikleotid), unknown (bilinmiyor), synonymous
(sinonim, sessiz), missense (yanlis anlamli), nonframeshiftinsertion
(cerceve kaymasina sebep olmayan insersiyon), nonframeshiftDeletion
(cerceve kaymasina sebep olmayan delesyon),
nonframeshiftBlockSubstitution (cerceve kaymasina sebep olmayan
hem insersiyon hem delesyon), nonsense (anlamsiz), stoploss (Stop
kodonu kaybi), frameshiftinsertion (cerceve kaymasina sebep olan
insersiyon), frameshiftDeletion (cerceve kaymasina sebep olan
delesyon), frameshiftBlockSubstitution (cerceve kaymasina sebep olan
hem insersiyon hem delesyon) seklinde veriler barindirmaktadir.

UCSC veri tabanindaki “Table Browser” sekmesinden elde edilir.
Varyantin bulundugu genomik lokalizasyonun -14 ile 3 arasinda
degisen PhyloP evrimsel korunmusluk degerini belirtir (21).

Varyantin hastaliga neden olma potansiyelinin SIFT yazilimi ile
tahminlenmesi sonucu 0 ile 1 arasinda bir deger elde edilir. Deger 0’a
yaklastiginda olasi patojenik varyant, 1’e yaklastiginda ise polimorfizm
anlamina gelmektedir (40).

Missense varyantlar icin referans ve gozlenen amino asit arasindaki
farklihg, fizikokimyasal perspektifte hesaplar. Sinir degerleri 5 ile 215
arasindadir (41). (Orn: izol6sin-Losin degisikliginden elde edilen skor
5’tir ve varyant patojenik olarak degerlendirilmez. Buna karsin Sistein-
Triptofan degisikliginden elde edilen skor 215’tir ve varyant olasi
patojenik olarak degerlendirilir)

Missense varyantlarin hastaliga neden olma potansiyelinin PolyPhen-2
yazilimi ile tahminlenmesi sonucu O ile 1 arasinda bir deger elde edilir.
Deger 1’e yaklastiginda olasi patojenik varyant, 0’a yaklastiginda ise
polimorfizm anlamina gelmektedir (42).
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lon Reporter anote .vcf Varyant tablosunda yer alan kolon basliklari
ve bu bagliklarin agiklamalari.

Kolon Baghgi

Agiklama

FATHMM

PFAM

dbSNP

DGV

MAF
EMAF

AMAF

GMAF

UCSC Common
SNPs

ExAC LAF

ExAC EAAF

Gizli Markov Modeli araciligiyla protein degisikligine etki eden ve
protein kodlamasina etki etmeyen varyantlarin Q ile 1 degeri arasindaki
FATHMM (Functional Analysis through Hidden Markov Models)
skorunu verir (43).

Pfam veri tabani icerisinde varyantin bulundugu gen bolgesinin protein
domain adlandirmasini belirtir (44).

dbSNP veri tabaninda bulunan varyantlarin “rs” ile baslayan kodunu
belirtir (45).

Genomik yapisal yeniden diizenlenmeler igin DGV (Database of
Genomic Variants) veri tabanindaki karsiligi belirtir (46).

Varyantin 1000 Genom Projesi igerisindeki genotip oranini belirtir (17).

Varyantin 1000 Genom Projesi kapsaminda dizilenen “European
American” popllasyonu igerisindeki genotip oranini belirtir (17).

Varyantin 1000 Genom Projesi kapsaminda dizilenen “African
American” popllasyonu igerisindeki genotip oranini belirtir (17).

Varyantin 1000 Genom Projesi’nin faz 1 asamasinda dizilenen 1.904
birey icerisindeki genotip oranini belirtir (Global Minor Allele
Frequency) (17).

Varyantin UCSC veri tabanindaki “UCSC Common SNPs” sekmesindeki
karsthgini belirtir (21).

ExAC (Exome Aggregation Consortium) varyant veri tabaninda 5.789
kontrolden olusan “Latin American” populasyonu icin ilgili varyantin
genotip oranini belirtir (4).

ExAC (Exome Aggregation Consortium) varyant veri tabaninda 4.327
kontrolden olusan “East Asian” popllasyonu icin ilgili varyantin
genotip oranini belirtir (4).
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lon Reporter anote .vcf Varyant tablosunda yer alan kolon basliklari
ve bu bagliklarin agiklamalari.

Kolon Baghgi

Agiklama

ExAC OAF

ExAC EFAF

EXAC SAAF

EXAC ENFAF

ExAC AAF

ExAC GAF

CosMIC

OMIM

Gene Ontology

DRA

DrugBank

ExAC (Exome Aggregation Consortium) varyant veri tabaninda belirli
bir popilasyon icinde degerlendirilemeyen etnik kékendeki (Other)
454 kontrol icin ilgili varyantin genotip oranini belirtir (4).

EXAC (Exome Aggregation Consortium) varyant veri tabaninda 3.307
kontrolden olusan “European Finnish” popilasyonu icin ilgili varyantin
genotip oranini belirtir (4).

EXAC (Exome Aggregation Consortium) varyant veri tabaninda 8.256
kontrolden olusan “South Asian” popllasyonu icin ilgili varyantin
genotip oranini belirtir (4).

ExXAC (Exome Aggregation Consortium) varyant veri tabaninda 33.370
kontrolden olusan “European Non-Finnish” popilasyonu icin ilgili
varyantin genotip oranini belirtir (4).

EXAC (Exome Aggregation Consortium) varyant veri tabaninda 5.203
kontrolden olusan “African American” popilasyonu icin ilgili varyantin
genotip oranini belirtir (4).

ExXAC (Exome Aggregation Consortium) varyant veri tabaninda 60.706
kontrol i¢in ilgili varyantin genotip oranini belirtir (4).

Varyantin bulundugu genin COSMIC (Catalogue of Somatic Mutations
in Cancer) veri tabanindaki adlandirmasini gosterir (47).

Varyantin bulundugu genin OMIM (Online Mendelian Inheritance in
Man) veri tabanindaki karsiligini gosterir (48).

Varyantin bulundugu genin “The Gene Ontology” (GO) veri tabanindaki
karsihgini gosterir (49).
Varyantin bulundugu genin “Disease Research Area” (DRA) veri

tabanindaki karsiligini gésterir.

Varyantin bulundugu genin DrugBank veri tabanindaki karsihgini
gosterir (50).
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Tablo 2.1. (devami)  lon Reporter anote .vcf Varyant tablosunda yer alan kolon basliklari
ve bu bagliklarin agiklamalari.

Kolon Baghgi Agiklama

Clinvar ClinVar veri tabanina girmis varyantlar igin kullanilan etiketi belirtir
(51). Uncertain significance (Onemi belirsiz), Conflicting interpretations
of pathogenicity (Patojenite konusunda celisen yorumlar), Likely
benign (Olasi selim), Benign (Selim), Pathogenic (Patojenik),
Benign/Likely benign (Selim/Olasi selim), not provided (varyant kayitli
degil), Likely pathogenic (Olasi patojenik) seklinde veriler
barindirmaktadir.

Allele Coverage Gozlenen her allel igin ayri ayri okuma derinliginin sayisal degerini verir.
Allele Ratio Gozlenen her allel igin ayri ayri okuma derinliginin ylizdesini verir.
p-value Varyantin kalite skoruna bagl olan p anlamlilik degerini belirtir.

Phred QUAL Score  Varyantin Phred kalite skorunun sayisal degerini verir (52).

Coverage Toplam okuma derinliginin sayisal degerini verir.

Ref+/Ref- Gozlenen her allel igin ayri ayri arti ve eksi yonli okuma derinliklerinin
/Var+/Var- sayisal degerini verir.

Homopolymer Varyantin  bulundugu pozisyonun 0Oncesindeki homopolimer
Length uzunlugunu sayisal deger seklinde belirtir.

lon Reporter bulut sisteminin ciktilarindan .tsv (tab seperated value) formatinda
veri elde edilebilir. Elde edilen bu sekmeyle ayrilmis metin formati Microsoft Office Excel
yazilimi ile acilarak bireylere 6zgii islenmis varyant tablolari izlenebilir; ancak bireyler
arasi varyant karsilastirmasi icin farkli bireylerden veri iceren varyant havuzunun bir veri
tabani seklinde birlestirilmesi gerekmektedir. Bu sekilde, bireyler arasi varyantlarin
birbirlerine gore karsilastirilmasi ve filtreleme yapilmasi aday varyant sayisini azaltmakta

ve hastaliktan sorumlu genlerin bulunmasini kolaylastirmaktadir.
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2.3. Veri Tabanlari

Veri tabanlar yapisal bilgi ya da verilerin elektronik ortamda organize sekilde
toplandigl yapilardir. Veri tabani sistemlerinin kontrolleri ise veri tabani yonetim
sistemleri olarak adlandirilan yazilimlarla gergeklestirilmektedir. Gliniimiiz modern veri
tabanlarinda veriler tablo olarak adlandirilan veri tabani nesneleri yardimiyla
tutulmaktadir. Tablolarin her bir satiri ilgili tabloya ait farkh degerleri tagimaktadir. Bu
yontemle veriler daha kolay erisilebilir, yonetilebilir, glincellenebilir ve kontrol edilebilir
hale gelmektedir. Ginlimizde iliskisel veri tabanlari, bulut veri tabanlari, dagitik veri
tabanlari ve NoSQL veri tabanlari gibi pek cok farkli amagla kullanilan veri tabanlari

mevcuttur (53).

2.3.1. Veri Tabani Mimarileri

iliskisel Veri Tabanlar

1950’lerin sonunda bilgisayarlarin ticari olarak erisilebilir olmasinin ardindan elde
edilen devasa verilerin nasil depolanacagl sorunu ortaya cikmistir. Ve buna istinaden
1960’larda Charles W. Bachman tarafindan Integrated Database System ad verilen ilk
veri tabani yonetim sistemi olusturulmustur (54). Birkag yil sonra ise IBM, Information
Management System (IMS) adini verdigi kendi veri tabani yonetim sistemini gelistirmistir
(55,56). Sonraki yillarda ortaya ¢ikan pek ¢cok veri tabani yonetim sisteminin ardindan veri
yonetim isleminin standartlastiriimasi gerekliligi ortaya ¢cikmistir. 1971 yilinda ise The
Database Task Group (57) adh organizasyon “CODASYL yaklasimi” olarak adlandirilan
standartlari aciklamistir (58).

IBM’de sabit disk sistemlerinde gelistirici olarak yer alan Edgar Codd mevcut
CODASYL yaklasimlarindan ve performansindan memnun olmadigi i¢in yeni veri tabani
mimarileri 6neren makaleler yayinlamistir (59). Bunlarin sonuncusu olarak ise biyik veri

tabanlarinda verilerin nasil depolanacagi ve islenecegi hakkindaki goéruslerini kaleme
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almistir (60). Bu makalede verilerin CODASYL’in alt yapisini olusturan navigasyon
modelindeki gibi bagh listeler seklinde degil iliskisel tablolar seklinde tutulmasindan
bahsetmistir. Boylece, iliskisel veri tabanlarinin temelleri atilmistir.

Bu makalenin ardindan 1973 yilinda Micheal Stonebraker ve Eugene Wong
iliskisel veri tabani sistemleri izerinde calismaya baslamislardir (61). Projelerine INGRES
(Interactive Graphics and Retrieval System) adini vermislerdir (62). INGRES ile iliskisel veri
tabanlarinin veri islemleri tGzerinde etkili ve pratik bir model oldugunu gostermislerdir
(61). INGRES icin daha sonra QUEL (61,63) olarak adlandirilan bir sorgu dili
olusturulmustur ve buna paralel olarak IBM’de kendi iliskisel veri tabanini olusturarak
“Yapilandirilmis  Sorgu Dili” (SQL; Structured Query Language) sorgulama dilini
gelistirmistir (64). 1986 yilinda SQL ANSI standartlarini 1987’de de I1SO standartlarini

olusturulmustur (65-67).

iliskisel Veri Tabani Yénetim Sistemleri

iliskisel Veri Tabani Yénetim Sistemleri kullanicilarin veritabanlarina erisimini
saglayan, yeni veri tabanlari olusturmasina olanak sunan ve bu veritabanlarina erisim
kontrolinl gerceklestiren yazilim sistemleri olarak tanimlanmaktadir (68). MS-SQL
Server, IBM DB2, Oracle, MySQL, MongoDB gibi tim modern veri tabani sistemlerinin
temelini olusturmaktadir (69). iliskisel veri tabanlarinda veriler tablo olarak isimlendirilen
veri tabani nesneleri lizerinde tutulmaktadirlar. Bir tablo basitge iliskisel veri girdilerinin

oldugu belirli sayida satir ve siitunlardan meydana gelmektedir.

MS-SQL Server ve Transact-SQL (T-SQL)

MS-SQL Server, Microsoft tarafindan kullanima sunulmus bir iliskisel veri
tabanidir. MS-SQL Management Studio araciligiyla veri tabanlarina baglanilabilir, yeni
veri tabanlari olusturulabilir ya da hali hazirda kurulu bulunan veri tabani tablolari
Gzerinde T-SQL sorgulama diliyle okuma, giincelleme, silme ya da yeni kayit islemleri

gerceklestirilebilir (70).



24

T-SQL, SQL sorgu dili Gzerine inga edilen ve Microsoft tarafindan gelistirilmis daha
kapsamli sorgulama dilidir. MS-SQL veri tabani lzerindeki sorgulama islemleri T-SQL
aracihg ile gerceklestiriimektedir (71). MS-SQL veri tabani Gizerinde yer alan tablolarda
kullanilan veri tipleri tam ve yaklasik niimerikler, tarih ve zaman, karakter dizileri gibi veri

tipleridir (72).

Veri Tabani Tablolari Arasindaki iliskiler
lliskisel veri tabanlarinda olusturulan tablolar arasinda (g tip iliski bulunmaktadir.
Bunlar; “Bire-Bir”, “Bire-Cok”, “Coka-Cok” iligskilerdir (73). Veri tabani tablolari arasindaki

bu iliski turleri, iki tiir anahtar sayesinde saglanmaktadir. Bu anahtarlar ise;

i) Birincil Anahtar (Primary Key) (PK): Bir veri tabani tablosu lizerinde 6zglnliGg

saglayan anahtar turidir. Ayni tablo icerisinde ayni degere sahip baska bir PK
alani bulunamaz.

ii) ikincil Anahtar (Foreign Key) (FK): Bir tabloda PK olarak tanimlanan alanin

diger bir tabloda yer alarak tablolar arasi iliskinin kurulmasini saglayan

anahtardir.
Veri tabanlari arasindaki 3 farki iliski tliri ise asagida belirtildigi sekildedir:

i) Bire-Bir iliski: iki tablo arasinda yer alan iliskiyi saglayan anahtar, her iki
tabloda da sadece bir kez tekrar eder ve aynidir. Baska bir deyisle, ana
tabloda yer alan PK sorgusu ile ulasilan ikincil tablodaki FK, ikincil tablo icin
bir PK’dir (FK=PK). Genelde bir tabloda cok fazla bos degere sahip alanlar
varsa performans nedenlerinden dolay! optimizasyon amacli olarak bire-bir
iliski kullanilir.

ii) Bire-Cok iliski: Bir tablodaki PK alanh bir kayit, diger tabloda FK alanlari
aractligiyla birden ¢ok kayda baglanir.

iii) Coka-Cok iliski: Coka-cok iliski baglantili iki tablo arasinda yeni bir baglanti

tablosu olarak Gglinci bir tablonun olusturulmasi ile saglanir.
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2.3.2. Veri Tabanlarinda Optimizasyon islemleri

indeksler, veri tabaninda aramalarin daha hizli gerceklestirilmesi icin Dengeli
Agac (B Tree) yapisina gore calisan yapilardir. Veriler kiimelenmis indekslerde (clustered
index) (74) yapraklar icerisinde (leaf) tutulurken, kiimelenmemis(non-clustered) (75)
indekslerde verinin yerine adresi yapraklarda tutulmaktadir. Veri tabanlarinda belirtilen
PK’lar kiimelenmis indekslerdir. Kimelenmemis indeksler ise en ¢ok aranan siitunlara

gore veri tabani yoneticileri tarafindan belirlenmektedir.

2.3.3. Dinamik Web Uygulamalari

lliskisel veri tabanlarinin kullanimi ¢ok fazla yazilim bilgisi ve programlama dili
becerisi gerektirmektedir. Son kullanicilarin veri tabani Gzerindeki verilere erismek igin
SQL s6z dizimini bilmesini beklemek pratik degildir. Bu ylizden, veri tabaninda yer alan
verilere kullanicilarin rahat bir sekilde erisebilecegi kullanici dostu araylzlere sahip
dinamik yazilimlar gerekmektedir.

Dinamik web uygulamalari, bir uygulama sunucusu ve veri tabani araciligiyla
kullanici tipine ya da ekranda yer alan filtre gibi girdilere gbre icerigin degistigi ve
kullanictya sunuldugu web uygulamalaridir. Dinamik web sayfalari temelde (¢ ana
bilesene ayrilmaktadir. Bunlardan ilki verilerin tutuldugu veri tabani; ikincisi veri tabani
ile iletisimde bulunan ve ilgili veriler Gzerinde degisiklik yapmamiza aracilik saglayan
sunucu kismi (server-side, arka yliz); lGi¢clinclsi ve sonuncusu ise son kullanicinin gérdugi
web tarayicilari tarafindan yorumlanan arayizlerden olusan son kullanici (6n yiz)
kismidir (76).

Dinamik web uygulamalarinda son kullanici ile sunucu arasindaki etkilesim
internet aracili veri transfer protokoli (http protokolleri) aracihgiyla saglanmaktadir (77).
Yine benzer sekilde veri tabani sunucusu ve uygulama sunucusu arasindaki iletisim

benzer protokollerle yiurutilimektedir.
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Dinamik web uygulamasi olusturulurken arka ylz ve 6n yiz kisimlarinda farkli
mimariler, programlama dilleri ve teknolojiler kullaniimaktadir. Ornegin, arka yiiz
kisminda kullanilan programlama dillerine Java, Aspx .Net, Phyton, Perl, Php gibi
programlama dilleri 6rnek olarak verilebilir (78).

On yiiz kisminda kullanilan popiiler kiitiiphaneler ve diller Boélim 2.3.4’'te

sunulmaktadir.

2.3.4. On yiiz mimarileri

HTML (Hyper Text Markup Language): 1980 yilinda CERN’de gorev yapan Tim
Berners Lee tarafindan temelleri atilan gliniimiz internet diinyasinin temelini olusturan
metin tabanlh veri paylasim dilidir (79). Html ile web sayfalari olusturulurken HTML
etiketleri (80) yardimiyla tarayicilara etiketler igerisinde yer alan verilerin nasil
goériuintiilenmesi gerektigi bilgileri verilir. Ornek olarak, bir makale iceriginde italik olarak
gosterilmek istenen metin 6geler .html uzantil bir dosyada <i></i> etiketleri arasinda yer
almalidir.

HTML ortaya ¢iktigi ilk giinden giinimuize kadar bes farkh versiyona ulasmistir.
HTML 1.0 versiyonunda sadece metinler ve resimler icin basit etiketler yer alirken,
glinimiz versiyonu HTML 5.0 (81) da yeni etiketler ile herhangi Ucglncl parti bir
uygulamaya gerek kalmadan video ya da ses Ogesi oynatilabilmektedir. Ayrica,
glinimizde tablet ve cep telefonu gibi mobil cihazlarin popiler olmasiyla birlikte bu
cihazlarda da uygun gorintiilenmeyi saglayan responsive tasarimlar HTML 5.0 ile

desteklenmektedir (81).

CSS (Cascading Style Sheets): CSS, web sayfalarinin daha kullanici dostu hale
gelmesini saglayan ve web sayfalari iceriginde renk, genislik, derinlik, font tipi, font
boyutu, sayfa boyutu, arka plan resmi gibi pek cok 6ge lizerinde degisiklik yapiimasina
olanak saglayan dildir (82). HTML 3.2 ile birlikte gelen, her bir sayfa igin font, renk ve

benzeri oOzelliklerin ayri ayri giriimesi ile ortaya ¢ikan sorunlar “World Wide Web
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Consortium (W3C)”un 1996da CSS Tavsiyelerini “W3C CSS Recommendation (CS51)”
yayinlamasiyla ¢6ziime kavusmustur (83). Boylece tek bir css dosyasi lizerinde degisiklik

yapilarak tim sayfalar tzerinde degisiklik yapilabilir hale gelinmistir.

Bootstrap: Orijinal adiyla “Twitter Blueprint” olan ve “Bootstrap” adiyla bilinen
kitliphane, Twitter'da gelistirici olarak ¢alisan Mark Otto ve Jacob Thornton tarafindan
web uygulamalarinin ve sitelerinin 6n yiz gelistirmelerini kolaylastirmak igin tasarlanmis
acitk kaynak 6n yiz gelistirme platformudur. Bu platformun kullanimindaki en temel
farklihk duyarh (responsive) bir tasarim olusturma firsati sunmasidir (84). Duyarh
tasarimlar, web sitelerinin mobil ve tablet cihazlardan girildiginde site icindeki resim, yazi
gibi iceriklerinin ekran genisligine gore yeniden sekillenip cihaza gore degisiklik

gostermesini saglayan tasarimlardir.

Bootstrap, ayrica 6zel tasarlanmis “jquery” eklentileri duyarli tasarim desteginin
yani sira, tipografi, simgeler, formlar, tuslar, tablolar ve duyarli tasarima temel olusturan
CSS kittphaneleri ve HTML igerir. Bu platform Safari, Google Chrome, Firefox, Microsoft
Edge ve Internet Explorer 10+ son slrimleri gibi modern tarayicilarin tiimiyle uyumlu

halde calismaktadir (85).

JavaScript: JavaScript araciligiyla bir web sayfasi lizerinde yer alan tim HTML
Ogelerine (tuslar, dinamik ve statik metin alanlari) erisilebilmekte ve bu degerlerin icerigi
glincellenebilmektedir. Bu sayede statik html sayfalari ile kullanicilar arasinda interaktif

iliski kurulmasi saglanmaktadir (86).

Jquery: 2006 yilinda John Resig tarafindan gelistirilen ve agik kaynak kodlu
Ucretsiz, kiiciik ve zengin ozellikli bir javascript kiitiphanesidir (87,88). Bu kitliphane
sayesinde HTML belgesi Uzerinde bulunan 6gelere erisim, olaylarin yakalanmasi,
animasyon ve ajax gibi islemler daha kolay hale gelmektedir. Bunun nedeni, jquery'nin
javascript kitliphanesine gore cok daha basit bir s6zdizimine sahip olmasidir. Ayrica,
jquery farkh tarayicilar icin farklh javascript kodlarinin yazilmasi gerekliligini ortadan

kaldirmaktadir.
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2.3.5. Arka yiiz mimarileri

Son kullanici tarafindan gelen isteklerin belirli is kurallari dahilinde sunucu
Uzerinde gerceklestirildigi, ayni zamanda veri tabani islemlerinin gerceklestirilmesinde
kullanilan mimarilerdir. Farkh mimariler bulunmasina ragmen tez kapsaminda “.Net
Framework” mimarisi kullanildigi icin sadece bu mimari ve igerigi hakkinda detayli bilgi
verilmistir.

.NET Framework, Windows Uzerinde calisan uygulamalarda ¢esitli hizmetleri
yonetme ve ylriitme ortamidir (89). .Net framework’un calisan uygulamalar i¢in sundugu
hizmetler arasinda, bellek yonetimi ve disik seviyeli programlama islemlerini ylrtitmek
icin programcilarin isini kolaylastiran pek ¢ok kitliphane yer almaktadir. Bu mimari

icerisinde yer alan diller ve kiitiiphanelere asagida deginilmistir.

C# Programlama Dili: Microsoft tarafindan Java programlama diline karsilik
olarak .Net Framework igin tasarlanmis nesne yonelimli yazilim gelistirme igin kullanilan
programlama dilidir (90). Bu dil gelistirilirken, s6z diziminde prosediirel programlama dili
olan C ve nesne yonelimli programlama dili olan C++ dillerinin s6z dizimleri referans
alinmistir. Ogrenilmesi en kolay yazilim dilleri arasinda yer almasindan ve neredeyse tiim
platformlarda yazilim gelistirme destegi sunmasindan 6tlirli glinimUiz diinyasinda en ¢ok

kullanilan programlama dilleri arasinda yer almaktadir.

ADO .Net: Ado .Net, .Net Framework ile olusturulan uygulamalarin veri tabani ile
iletisim kurmasini saglayan komut ve nesnelerden olusan bir veri erisim kitlphanesidir
(91). ADO .Net kutiphanesi icerisinde yer alan “connection” nesnesi ile veri tabanlarina
baglanti saglanmakta, “command” nesneleri ile veri tabani lzerinde silme, glincelleme,
yeni kayit olusturma, veri getirme (Create Read Update Delete; CRUD) (92) gibi islemler
gerceklestirilebilmektedir. “dataset” nesneleriyle ise veri tabanindan gelen nesnelerin

listesi tutulmaktadir. ADO.NET provider nesnesi yardimiyla ise gelistirilen uygulamalarin
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mevcut tim veri tabanlarina (MS-SQL, MySQL, DB2, vs.) baglanilarak galisma imkani

sunulmustur (93).

Dile Entegre Edilmis Sorgu (LINQ): LINQ (Language INtegrated Query), .NET
Framework 3.5 ile birlikte gelen C# ile SQL benzeri kod yazilmasini saglayan yenilikgi
kitliphanelerden biridir (94). LINQ mimarisi ile veriye erisim ve veriler izerinde degisiklik

yapmak ¢ok daha kolay ve okunakli hale gelmistir.

Extension Yontemleri: .NET Framework 3.5 ile birlikte gelen herhangi bir yeni
nesne ornegi olusturmadan, sadece lizerinde islem yapilacak olan nesne ile ¢agrilan
statik tanimli metotlardir (95). Kod okunurlugu artirmak ve kod tekrarini énlemek

amaciyla kullaniimaktadir.

Jenerik Mimari: Veri tabanlarinda her bir tabloya karsilik gelen nesneler
bulunmaktadir. Jenerik mimari sayesinde her bir nesne igin ayri ayri veri tabani islemleri
yapmak yerine, tek bir tip nesne ile islemlerin bir kez yapilmasi saglanmakta ve uzun kod

yazmak yerine kodlar kisaltilabilmektedir (96).

Entity Framework ORM (Objection Relational Mapping): ORM, iliskisel veri
tabani ile nesne yonelimli programlama tabanl yazilim mimarileriyle entegrasyonu
saglayan bir programlama teknigidir (97). Ornek olarak, .Net Framework icin Entity
Framework ve Dapper verilebilir (98,99). ORM aracglari yardimiyla kod gelistirme
ortamlarinda veri tabanindaki tablolara karsilik gelen yeni birer sinif olusturulmaktadir.
Veri tabani islemleri (CRUD), bu siniflardan tiretilen nesneler yardimiyla
gerceklestirilmektedir. ORM araclari ayni zamanda herhangi bir veri tabanina ya da sorgu
diline bagimligi tamamen ortadan kaldirmaktadir. Ornegin, veri tabani olarak MS-SQL
kullanan bir uygulamada veri tabani farkli bir platforma tasinmak istenirse (MySQL,
MongoDB vs.) ORM kullanilarak olusturulan kodlarda herhangi bir degisiklik yapmaya
ihtiyac duyulmadan tasinabilir. ORM kullanmanin dezavantajlari ise olusturulan SQL
sorgularinin daha kompleks olmasi ve bu nedenle SQL sorgularina kiyasla daha yavas

calismasidir.
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2.3.6. Yazilim Gelistirme Mimarileri

Katmanl Mimari: Gelismis yazilimlarin, gerek bakiminin kolaylagsmasi gerekse
kod okunurlugunun artirilmasi amaciyla yazilimda yurutilen kod bloklari genel olarak 3

katmana ayrilarak tasarlanmaktadir (100). Bu katmanlar sirasiyla asagidaki gibidir.

i) Veri Erisim Katmani (Data Access Layer (DAL)): Veri tabanina erisim amacli

kullanilan katmandir. Bu katmanda veri tabaninda CRUD islemlerine iliskin
kodlar bulunur. Bu katman is katmani ile iletisim halindedir.

ii) is Katmani (Business Layer (BL)): Bu katmanda veri erisim katmaninda gelen

verilerin hangi is kurallarina gore bir sonraki katman olan sunum katmanina
nasil gonderilecegi ya da yeni kayit ekleme, glincelleme ya da silme
islemlerinin hangi is kurallari ile yapilacaginin belirlenmektedir. Bu katman
diger iki katmanla da iletisim halindedir.

iii) Sunum Katmani_(Presentation Layer): is katmanindan gelen islenmis

verilerin son kullaniciya gosterildigi ve benzer sekilde is katmanina islenmek

Uzere verilerin gonderildigi katmandir.
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3. GEREC, YONTEM VE BIREYLER

3.1. Bireyler

Bu calismada Hacettepe Universitesi Tibbi Genetik Anabilim Dalinda yerlesik olan
lon Proton ileri nesil dizileme sisteminden elde edilen ekzom verileri kullanilmistir.
Hastalik gruplari olarak Diamond-Blackfan Anemisi (DBA, n=39), Shwachman-Diamond
Sendromu (SDS, n=9) Melkersson-Rosenthal Sendromu (n=4), Fanconia Aplastik Anemisi
(FAA, n=14), Mikrooti (n=1) olmak tzere farkli hastaliklara sahip toplam 67 bireyin ekzom
verisi kullanilmistir. Veri tabaninda bir genetik hastaliktan siphe duyulmayan saglikli
bireylere ait veri bulunmamaktadir.

Calisma protokolii Hacettepe Universitesi Girisimsel Olmayan Klinik Arastirmalar
Etik Kurulu tarafindan onaylanmustir (Etik Kurul 31 Ocak 2018 Tarih, GO18/117-32

numarali oluru, Bkz. EK-1).

3.2. Calismada Kullanilan Yontemler

Gelistirilen uygulama, 3 katmanli mimari olarak tasarlanmistir. Uygulama

gelistirilirken 6n ylz, arka yiz ve veri tabani gelistirmek amaciyla kullanilan teknolojiler

Sekil 3.1’de 6zetlenmistir.
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Son Kullaniailar
Veri Tabani Sunucusu Uygulama Sunucu internet
(Ms-sQL Server)  (I15-Internet Information Tarayicisi(G.Chrome, Internet
Seryi s) Explorer,Safari, Opera vs.)

B

On Yiiz Teknolojileri
- HTML 5.0

CSS3.0
T-5QL Bootstrap
View - JavaScript
Stored Procedure Arka Yiiz Mimarileri Jquery
.Net Framework
Cc#
ADO.Net
Entity Framework,Dapper
Ling
Extension Methods
MVC
Katmanh Mimari
Sekil 3.1. Calismada kullanilanilan 3 katmanli mimari. Sol tarafta veri tabani

sunucusu ve veri tabanin olusturulmasinda kullanilan teknolojiler; ortada
veri tabani ile 6n yizin birbiriyle iletisimi saglayan arka ylzde bulunan
uygulama sunucusu ve bunun olusturulmasinda kullanilan teknolojiler;
sag tarafta ise on ylzde son kullanicinin olusturulan sistemi kullanmasini
saglayan ve kolaylastiran teknolojiler yer almaktadir.

3.2.1. Calismada Kullanilan Uygulama Gelistirme Ortamlari

Kod gelistirme ortami olarak Microsoft Visual Studio 2017 Enterprise, SQL
yonetim sistemi olarak ise Microsoft SQL Server Management Studio kisisel amacli olarak

kullanilmistir.
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3.2.2. Veri tabani islemleri

Veri Tabaninin Olusturulmasi

Gelistirilen olan uygulama icin MS-SQL veri tabani tzerinde “HU VariantsDB” adli
bir veri tabani olusturulmustur. Bunun icin, MS-SQL lzerinde Object Explorer->Databases
mendsinden sag tiklanarak New Database secilerek agilan pencerede veri tabaninin adi,
dosya tiplerinin ne sekilde tutulacagi, veri tabaninin nasil genisleyecegi gibi bilgiler
girilmistir.

Tablolarin Olusturulmasi

Veri tabaninda excel dosyalarindan gelecek verilerin tutulacagl 32 ayri tablo
olusturulmus ve tablolar arasi iliskiler birincil anahtar (PK) ve ikincil anahatar (FK)

araciligiyla  saglanmistir.  iliskilerin ~ kurulmasina &rnek olarak Person ve

PersonLocusGenotype tablolarinda yer alan PK ve FK’lar Sekil 3.2 gosterilmistir.

PérsonlocusGenotyps
Colyrmn Hame Diata Type salicra Wuylly
? ID ¥ ufnguésdinbd e ]
PersoniD A
Sekil 3.2. Birincil ve ikincil anahatarlara bir 6rnek. “Person” tablosu PK alani (Sol) ve

“PersonLocusGenotype” tablosu FK alani (Sag)

Veri tabaninda bire-cok ve ¢oka-cok iliskiler sirasi ile Sekil 3.3 ve Sekil 3.4’de
verilmistir. Boylelikle, bire-cok iliski tliriinde bir gen sadece bir gen tipine sahip
olabilirken, ayni gen tipine sahip birden fazla genin yer alabilecegi gdsterilmistir. Ornegin,
bir gen hem protein coding hem miRNA gen tipinde olamaz iken protein coding tipinde

ylzlerce gen bulunmaktadir.



GeneType
7 D
GeneType

Sekil 3.3. “Gene” ve “GeneType” tablolari arasindaki bire-cok iliski.

"4 ¢ ID

GeneName
GeneDetails
Chromosome
EnsemblCode
GeneTypelD
Strand
Grch375tart
Grch37End
Grch385tart
Grch38End
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Tasarlanan veritabaninda yer alan bir diger iliski tir( ise ¢oka-gok iliskidir. Bu iligki

tlrine 6rnek olarak “Person” ve “Diagnosis” tablolari arasindaki iligki verilebilir. Clinku

bir birey birden fazla hastaliga sahip olabilirken, ayni hastaliga sahip birden fazla birey de

bulunabilmektedir (Sekil 3.3).

Diagnosis
g ID

DiagnoseName

g ID PersonDiagnosis
N 2 D
ame =2 9 PersonlD
Surname
DiagnosisiD
TCKimlikNo =
IDFromTSV
DatalmportTimeMinutes
Sekil 3.4 “Person” ve “Diagnosis” tablolari arasindaki ¢coka-cok iliski.

Gen ve Genle lliskili Ontoloji Bilgilerinin Tablolara Aktariimasi

Gen ve gene iliskin gen ontolojisi bilgileri ensembl veri tabnindan indirilmis ve

sisteme eklenmistir (Sekil 3.5) (101).
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Dataset

Human genes (GRCh38.p12)
Filters
Chromosome/scaffold: 1, 2,
3,4,5,6,7,8,9,10,11
,12,13,14 15,16, 17,
18,19,20,21,22, MT , X
VY
Attributes

Gene name
Chromosome/scaffold name
Gene start (bp)

Gene end (bp)

Strand

Gene type

GO term accession

GO term name

GO term definition

GO domain

Sekil 3.5. Ensembl filtreleme segenekleri.

Gen Ontolojisi ve iliskili gen bilgileri dncelikle GRCh38.p12 formatinda indirilmis
ve SQL Server Management Studio 17 (SSMS) lzerinden “HU VariantsDB” veritabanina
“comma separated value (csv)” formatinda eklenmistir (Bkz. EK-3). Bu islemin ardindan
.csv formatindaki veriler “tmpGrch38” adinda bir tabloya aktariimistir. “tmpGrch38”
tablosundan iliskili tablolara (“GeneType”, “GODomain”, “GeneOntology”, “Gene”

tablolari) veri aktarimini saglayan T-SQL sorgulari EK-4’de verilmistir.

Parametre Tablolarina Verilerin Aktariimasi
lon Reporter araciligiyla olusturulan .tsv dosyalarinda yer alan Location, Type,
VariantEffect parametrelerinin timui eksiksiz olarak sirasiyla “PRMLocationExplain”,

“PRMType”, “PRMVariantEffect” tablosuna aktarilmistir (102-104).

3.2.3. Veri aktarim uygulamasi

Veri aktarim uygulamasi gelistirme asamasinda IDE olarak Visual Studio 2017

Enterprise surimi kullanilmistir.  Uygulama, Windows Forms uygulamasi olarak
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gelistirilmistir ve C# programlama dili kullanilmistir. Mevcut durumda gerek goérilmese

de, gelecekte geregi halinde uygulama web katmanina tasinabilmektedir.

Uygulama Katmanlarinin Olusturulmasi

Uygulama gelistirme ortaminda bos bir ¢d6zim (solution) olusturulmus ve
"ExcelReading” olarak adlandirilmistir. Ardindan arayiziin yer alacagi Windows Forms
Uygulamasi “ExcelReading” olarak eklenmistir. Daha sonra ise, uygulama lzerinde veri
tabanindaki tablolara karsilik gelecek siniflarin yer aldigr “Model” katmani ClassLibrary
projesi eklenmistir. Yine kod tekrarini 6nlemek amaciyla ADO .Net sorgulari igin

olusturulan Repository, ORM adi ile ClassLibrary projesi olarak sisteme eklenmistir.

Entity Framework DatabaseFirst ile Veri Tabani Tablolarindan Siniflarin

Olusturulmasi

EntityFramework Nuget Package Manager araciligl ile Solution’da yer alan
“Model” ve “ExcelReading” projelerine eklenmistir. Ardindan, DatabaseFirst yaklasimiyla

veri tabanindaki tablolara karsilik gelen siniflar otomatik olarak olusturulmustur.

Uygulama Arayiiziiniin Tasarlanmasi

Veri aktarim uygulamasi lizerinde .tsv dosyasindaki varyant bilgilerinin ait oldugu
hastaya iliskin bilgiler uygulama araylziinde sol menide kisi bilgileri boluma (kisi ad,
soyad ve kod bilgileri textbox’lari) araciligiyla yer almaktadir. Teshis bilgileri ise, veri
tabanina daha onceden eklenmis hastaliklarin listelendigi bir combobox araciligiyla
kullanici secimli olarak tasarlanmistir. Hastaya iliskin bilgiler girildikten sonra “Dosya Se¢”
tusu araciligi ile hastaya iliskin varyantlarin yer aldigi .tsv uzantili dosya secilerek sisteme
veri aktarimi baslamaktadir. Arayizin sag tarafinda ise aktarim sonunda aktarilamayan
varyant bilgileri “Eklenemeyen Alan Bilgileri” bélimiinde listelenmektedir. Tasarlanan

araylz ekran goriinttsii Bolim 4.1.3’te yer almaktadir.

Aktarim Kodlarinin Gelistirilmesi
Aktarim Uygulamasi gelistirilirken ORM araci olarak Entity Framework ve Dapper

kullanilmistir. Ayrica, bazi veri tabani islemleri ADO. Net araciligiyla gerceklestirilmistir.
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Aktarim uygulamasi solution’i igerisinde yer alan projeler ve bu projeler igerisinde

gerceklestirilen islemler asagida sunulmus ve tim akis diyagrami Sekil 3.6 ve Sekil 3.7’de

gorsellestirilmistir.

i)

i)

i)

Model: Veri tabani tablolarina karsilik gelen siniflarin Entity Framework
Database First yaklasimiyla Class Library projesi olarak olusturulmustur.
ORM: Reflection, Jenerik mimari ve ADO.Net mimarisi kullanilarak CRUD
islemlerinin gergeklestirildigi Class Library projesi olarak olusturulmustur.

“Excel Reading”: Uygulama araylziinin bulundugu ve bu araylzdeki tuslar

ve diger araglarla kullanici iletisimin saglandigl, bu sayede veri tabanina
aktarim yapilan kodlarin yer aldigi Windows Forms uygulamasi

olusturulmustur.



TSV Ekle Button Click

RESE!

Kisiye Ait Bilgiler
(Ad,Soyad, TSVID,Tes
his) Ve TSV dosyasi

satirSayisi=
SatirSayisiBul()

Mesaj=TsvOku(Kisi
Bilgileri, TSV dosyasi)

Retu rn .Mesa j W
Bitir

KisiLocusGenotipEkle
meHatasiVarMi=KisiL
ocusGenotipBilgilerin
iOlusturVeEkle(Kisisel Evet
Bilgiler, TSV Dosyast)

KayitBasarili

TSV Dosyasini Oku
Girdi(Kisisel
Bilgiler, TSV

Dosyasi)

LocuskklemeHatas1V
arMi=LokusOlusturV
ekkle(Kisisel
Bilgiler, TSV Dosyasi)

isiLocus
Genotip
HENEREES
VarMi?
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Sekil 3.6. Veri aktarim uygulamasi akis diyagrami. Uygulama arayuziinde yer alan
“Dosya Sec” tusuna tiklandiginda “ExcelReading” ClassLibrary projesinde
gercgeklestirilen islemlere iliskin akis diyagrami solda, diyagram igerisinde
cagrilan “TSVDosyasiniOku” fonksiyonun gergeklestirdigi islemlere iliskin
akis diyagrami ise sagda gosterilmistir.
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LokusOlusturVeEkle

Girdi(Kisisel

Bilgiler, TSV
Dosyasi)

v

Dé&ngli=1,TsvdekiSa
—»
tirSayisi, 1

Tiimislemleri
GeriAl-
RollBack
Kayrt
Basansiz
(false)

Sekil 3.7.

Evet

Lokus =LocusOlustur(
stitunBasliklar,Hticre
Degeri);

Transaction Blogu

HataVarMi

HatavVarMi=L

=Transkrip " HataVarMi=Db
tParmetrel Hatéva'leGE SNPDegerlerini Gkaéymlpfﬂa HataVarMi=VTyeVeri
.. . nleriEkle(Gene = . metreleriniEkl
eriniEkle(Tr M Ekle{dbSNPHIic . EkleGeneric(Lokus)
. . NamesHUcresi) . e{LocationHlic
anscriptHa resi)
cresi) =
" Havyir |

Evet

TransActioniT
amamla-

Commit;

KayrtBasanl Hayr

(true)

<>

“TSVDosyasiniOku” fonksiyonu akis diyagrami. “TSVDosyasiniOku”
fonksiyonu icerisinde kullanilan ve .tsv dosyasi icerisinde yer alan Locus’a
ait bilgilerin veri tabaninda yer alan “Locus” ve iliskili tablolara bir
transaction blogu icerisinde aktarilmasini saglayan “LokusOlusturveEkle”
fonksiyonuna iliskin akis diyagrami. Transaction blogu olarak gosterilen
kisimda yer alan metodlarin herhangi birinde hata olusursa transaction
geregi tim islemler geri alinacak ve uygulamadan cikilacaktir. Tam aksi
sekilde lokusa ait tiim parametrelerin ve lokusun kendisinin aktariimasi
sirasinda herhangi bir hata olusmamissa tiim veriler iliskileriyle birlikte
veri tabanina aktarilmis olacaklardir. Veri tabaninda kisiye 6zgl varyant
bilgilerinin tutuldugu “PersonLocusGenotype” tablosu ve ilsikili oldugu
tablolara sv'deki hiicrelerinden aktarim yapan
“KisiLocusGenotipBilgileriniOlusturveEkle” isimli fonksiyonda benzer
sekilde bir akis diyagramina sahiptir.
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Veri Aktariminda Kullanilan Diger Parametreler

Veri tabanina kaynak olusturan .tsv’de bulunmayan; ancak veri tabanina aktarma

yaparken veya yaptiktan sonra hesaplanan bazi parametreler bulunmaktadir. Bu

parametreler su sekildedir:

i)

i)

MinMAEF: Her bir varyant i¢in lon Reporter yazihmindaki MAF, AMAF, EMAF,
GMAF alanlarinda en kugik olan MAF degerini belirtir. Eger burada
karsihginda MAF degeri olmayan bir deger varsa MinMAF degeri 0'dir.
MaxMAF: Her bir varyant igin lon Reporter yazilimindaki MAF, AMAF, EMAF,
GMAF alanlarinda en biyik olan MAF degerini belirtir. Eger burada her 4
alanin karsiliginda da bir MAF degeri yoksa MaxMAF degeri 0’'dir.

iii) HUMAF: Her bir varyant icin veri tabanindaki varyantlarin veri tabani icindeki

MAF degerini belirtmek amagh olarak tez kapsaminda olusturulmustur.

Asagida gorildigl sekilde hesaplanmaktadir (Formdl 3.1):

(Varyantin homozigot oldudu birey sayisi)+(Varyantin heterozigot oldugu birey sayisi/2)

(Formiil 3.1.)

(Veri tabanindaki toplam birey sayisi)

iv) Tek Yonli Okuma: Her bir varyant icin lon Reporter yazihmindaki “Ref+/Ref-

/Var+/Var-“ sitununda yer alan okumalardan varyant verisine ait, hem artan
niikleotid sayilari hem de azalan nikleotid sayilari yoninde cift yonli okuma
olup olmadigini kontrol etmek amacli olarak tez kapsaminda olusturulmustur.
Eger Var+ veya Var- degerlerinden biri 0 ise tek yonlii okuma degeri veri
tabaninda false (0) olarak belirtilmistir.

GenotipzGozlenen Hatasi: Her bir varyant icin veri tabaninda “Genotype”

(Genotip) sttunundaki sonug¢ “Observed” (Gozlenen) situnundaki sonucu
karsilamalidir. Ornegin, “Genotype” siitununda G/GC seklinde bir sonug varsa
bu referans degerin “G” oldugunu ve varyantin “GC” oldugunu
gostermektedir. Bu durumda, veri tabaninda “Observed” siitununda “GC” yer

almamasi durumunda “GenotipzGozlenen Hatasi” vardir ve bu durum /on
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Reporter yazihmi tarafindan yapilan bir yanhs raporlamayi géstermektedir.
Her bir varyant icin “Genotype” ve “Observed” alanlarina uyumluluguna
bakilarak “IsGenotypeEgGenotype” alani tabaninda true (1) ya da false (0)
olarak belirlenmektedir.

MinHomopolimer: Her bir varyantin bir homopolimer iginde veya

komsulugunda yer alip almadigi lon Reporter yazilimi tarafindan bir veya
birden fazla sayl degeri ile ifade edilmektedir. Minhomopolimer degeri
Homopolimer siitununda birden fazla deger yer aldiginda bunlardan en kigik

olanini gétermektedir.

3.2.4. Web Uygulamasinin Gelistirilmesi

Web uygulamasi gelistirilirken .Net MVC Framework, Entity Framework,

Bootstrap, HTML 5.0, JavaScript, Jquery kutiphaneleri kullaniimistir. Ayrica, veri tabani

islemleri igin Entity Framework kullanilarak yazilmis generic repository, arayiz igin ise

gelistirilen HTML Helper'lar kullaniimistir. Web Uygulamasi Solution’i igerisinde yer alan

projeler ve projeler icerisinde gerceklestirilen islemler asagidaki gibidir.

i)

i)

iv)

“HU.Bioinformatics.Model”: Veri tabani tablolarina karsilik gelen siniflarin

Entity Framework araciligiyla olusturuldugu ClassLibrary projesidir.

“HU.Bioinformatics.Service”: Veri tabanina baglanti kodlarinin yer aldig
generic repository araciligiyla veri tabani CRUD islemlerinin gerceklestirildigi
ClassLibrary projesidir.

“HU.Bioinformatics.Type”: Araylizde gosterilecek “ViewModel” nesnelerine

ait siniflarin ve “Enum”larin (Enumarator) yer aldigi ClassLibrary projesidir.

“HU.Bioinformatics.Web”: Arayiiziin yer aldigi .Net MVC projesidir.
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Varyant Filtreleme islemleri igin ilgili View’in Olusturulmasi

iliskili tablolar Gizerinde yer alan verilerin toplu halde son kullaniciya gosterilmesi
icin SQL join komutlari ile gerekli tim tablolar birbirine baglanmistir. Ardindan bu “join
sorgusu” “V_PersonLocusDetailExceptPerson” ismi ile view olarak veri tabanina
kaydedilmistir. Bu view .tsv uzantili dosyalarda yer alan tim verileri icermektedir.
Bundan sonraki slirecte tiim varyant filtrelemeleri bu view lzerinde gergeklestirilecek

olan SQL sorgulari araciligi ile saglanmistir.

Varyant Filtreleme Modlari igin SQL Sorgularinin Olusturulmasi

Uygulama icerisinde “Gevsek Homozigot”, “Gevsek Heterozigot”, “Gevsek Bilesik
Heterozigot”, “Orta Homozigot”, “Orta Heterozigot”, “Orta Bilesik Heterozigot”, “Siki
Homozigot”, “Siki Heterozigot”, “Siki Bilesik Heterozigot” olmak tizere 9 farkli varyant
filtreleme modu olusturulmustur. Her bir filtreleme igin farkli parametreler kullaniimistir.

Bir filtreleme modu sirasiyla su islemleri yapmaktadir:

i) Filtre uygulanacak bireye iliskin ID belirlenir.

ii) Hastaya iliskin hastalik ID’si belirlenir.

iii) Filtreleme moduna gore eleme siireci baslar.

iv) Bilesik heterozigot filtresi durumunda ayni genden iki varyantin filtrelemeyi
gecmesi durumu aranir. Bu sirada, varyant filtrelemesi icin girilen Location ve
Variant Effect dahil parametrelere uyan bireyin heterozigot varyantlari segilir.
Bu asama homozigot ve heterozigot varyant filtrelemede yoktur.

v) llgili hastada ve kurumsal veri tabaninda yer alan diger hastalik ID’lerinde en
az bir kez yer alan varyantlar kalitim modeline gore elenir.

o Homozigot: Filtrelemeye uyan baska teshisli diger bireylerdeki homozigot
varyantlar elenir.
o Heterozigot: Filtrelemeye uyan baska teshisli diger bireylerdeki

heterozigot ve homozigot varyantlar elenir.
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o Bilesik Heterozigot: Filtrelemeye uyan baska teshisli diger bireylerdeki
homozigot varyantlar elenir. Bu asama bilesik heterozigot filtresi icin bir
onceki asama ile beraber yapilir.

vi) Kalan varyantlar arasindan Location ve Variant Effect bilgilerine bakilarak 3
farkh sikilikta filtre modu ¢ahstirilir:

o Gevsek: Bumodun amaci varyantin etkisine gore bir filtreleme yapmadan
sadece veri tabanindaki diger varyantlarla kiyaslayarak filtreleme
yapmaktadir. Gen ici ve disi tim varyantlari dahil eder. Location ve Variant
Effect bilgilerine gore filtreleme yapilmaz.

o Orta: Bu modun amaci varyantin zarar verici olma olasiligi olan 3’ splice,
5’ splice ve sessiz olmayan protein kodlayan ekzonik varyantlar igin
filtreleme yapmaktadir. Location bilgisine gore “splicesite_5, splicesite_3”
ya da Variant Effect bilgisine gbére “missense, nonfameshiftinsertion,
nonframeshiftDeletion,  nonframeshiftBlockSubstitution, =~ nonsense,
stoploss, frameshiftinsertion, frameshiftDeletion,
frameshiftBlockSubstitution” olan varyantlar listelenir.

o Siki: Bu modun amaci varyantin zarar verici olma olasihgl yuksek olan 3’
splice, 5’ splice ve protein dizisinde birden fazla amino asit degisimine
sebep olan varyantlar icin filtreleme yapmaktadir. Location bilgisine gore
“splicesite 5, splicesite_3” ya da Variant Effect bilgisine gére “nonsense,
stoploss, frameshiftinsertion, frameshiftDeletion,
frameshiftBlockSubstitution” olan varyantlar listelenir.

vii) Kalan varyantlar arasindan sadece o kalitim modeline uygun olan homozigot
veya heterozigot varyantlar secilir.

viii)Varyant filtrelemesi icin girilen diger parametrelere uyan varyantlar secilir.
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Web Arayiizii ile Varyant Filtrelemelerinin Gergeklestirilmesi

Filtre Sayfasi icin View’in Olusturulmasi: Son kullanicinin gérecegi dgeleri

icerecek olan view sayfasinda HTML etiketleri, MVC web helper’lari, jquery ve
bootstrap kitliphanelerinden yararlaniimistir.

Tasarlanan sayfada mobil telefonlar gibi kiiclik cihazlarda filtre ve tablo
ekrani tam olarak kaplarken, biylik cihazlarda ekranin sag kisminda filtreler
(ekranin 1/4’0) solda ise filtre sonucu doénen verilerin yer alacagi tablo (ekranin
3/4’0) yer almistir. Filtre menisu icerisinde teshis bilgileri, ilgili teshise iliskin
hasta bilgileri, MinMAF ve MaxMAF degerlerinin girilebilecegi alanlar yer almistir.
Ayni zamanda, filtre sonucu donen degerlerin MS-Excel formatinda ciktisinin
alinmasi saglanmistir. View igerisinde detay tusu tiklanildiginda Jquery

kiitiphanesi ile yazilan script kod ile detay sayfasina yonlendirilme yapilmistir.

Filtre Sayfasi icin ilgili_Controller'in Olusturulmasi: Web arayiziinde

filtreleme segcenekleri menusinden filtreler secilerek controller sinifi igerisindeki
kod blogunda ilgili servis katmanindaki ilgili metod yardimiyla dénen degerler
liste aracihgiyla view’a aktarilmistir. “Varyant Filtresi” sayfasi da benzer sekilde

olusturulmustur.

Stored Procedure’lere Servis Katmanindan Dapper ORM'’i ile Erisim:

Filtreleme icin olusturulan Stored Procedure’lere servis katmani lizerinde EK-5"te

gosterilen fonksiyon araciligi ile erisilmistir.

Uygulamada Kullanilan Bazi Extension Metotlar

Veri tabanina aktarilan kromozom bilgileri sayisal olarak tutulmustur. Bu ylizden
X kromozomuna sayisal deger olarak 23, Y kromozomuna ise 24 degeri verilmistir. Ancak
son kullanicilarin gormek isteyecegi ve filtreleme asamasinda ilgili deger olarak Xyada Y
degerini kullanacagi disinildiginden X ve Y degerlerinin nimerik olarak 23 ve 24’e

donistiridlmesini saglayan bir extension metodu gelistirilmistir.
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4. BULGULAR

Bu calismada anote edilmis ekzom verisinden filtreleme yapmanin her tirla
kullanici tarafindan kolayca saglanabilmesi icin bir veri tabani; veri tabanina yeni bir
kisinin ekzom verisini eklemek icin bir masalstli uygulamasi ve veri tabaninin kolay
kullanimi igin bir web arayilizii olmak Uzere iki farkli yazilim gelistirilmistir. Bulgular, bu
yazilimlarin genel ozellikleri, performansi ve farkli senaryolarda varyant filtrelemeye

yonelik uygulamalar olarak sunulmaktadir.

4.1. Yazilimlarin Genel Ozellikleri

4.1.1 Veri Yiiklenmesi icin Gelistirilen Masaiistii Uygulamasi

Veri yuklenmesi icin gelistirilen masalistii uygulamasi verilerin teker teker ya da
bir klasor icindeki verilerin toplu olarak yiklenmesini saglamaktadir. Uygulama, lon
Reporter yaziiminin 5.10 versiyonundan elde edilen anote edilmis .tsv formatindaki
ekzom verilerini bir veri tabanina entegre etmeyi saglamaktadir. Masaustl uygulamasi,
bu entegrasyon sirasinda .tsv dosyasi icerisinde bulunmayan; ancak veri tabanina
eklenirken hesaplanan MinMAF, MaxMAF, HUMAF, Tek Yonli Okuma,
Genotip#Gozlenen Hatasi, MinHomopolimer verilerini de veri tabanina eklemektedir.
Uygulamanin ekzom verisi eklemesi sirasinda olusturmadigi; ancak sonradan hesapladigi
veriler de mevcuttur (HUMAF). Uygulama, bu verileri bir digme araciligi ile hesaplama
ve glincelleme olanagi sunmaktadir. Masauistli uygulamasinin gortintisi Sekil 4.1 ve Sekil

4.2 'de goritlmektedir.



sekil 4.1.

]
| & Form

K Bighen

Ad

| Soyad: [Masm

Kod
[

| Teghis: |DBA

Sekil 4.2.
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85 LoginFrm — O b4
Kullarucr Adi: \hu'l
Sifre: ‘....1
OneWavRea HUMAF MinMaf HomoPolvmer Cikis Loain
i yavuz DESKTOP-VT8IU1I

weadic | I

Masaustl uygulamasi giris ekrani. Uygulama biri giris digeri aktarim formu
olmak Uzere 2 ayn formdan olusmaktadir. Uygulama ilk kez
cahistinlldiginda giris ekrani ile karsilasilmakta, kullanici bilgilerinin disinda
herhangi bir yetkiye sahip olmadan veritabaninda HUMAF, Tek Yon
Okuma, MiInMAF, MinHomopolimer gibi degiskenler (zerinde veri
glncelleme yapilmasina olanak saglayan tuslar bulunmaktadir. Kullanici
adi ve sifre alanlari kullanilarak yapilan giriste kayith kullanici ve bilgisayar
aktarim yetkisine sahipse veri aktarim formu ekrani aktif hale gelecektir
(Sekil 4.2).

Dosyalann Yer Ay Dizin: || O\ Tow Dital Tookuskdar

Exleremeyen Alan Biglen

] Eski Tir Desya M7 | Dosva SeciTSVI

Masalisti uygulama aktarim ekrani. Dosyalar (.tsv) “toplu aktar” ve
“dosya sec¢” tuslari araciligi ile toplu ya da tek tek aktarilabilmektedir.
Aktarimin saghkli bir sekilde strlip sirmedigi “Lokusa ait aktarim ylizdesi”
ve “Kisi Varyant aktarim ylizdesi” cubuklarindan anlasilabilmektedir.
Aktarim basarili bir sekilde gerceklesirse “Basarili Aktarim Mesaji” uyari
ekranda yer almakta aksi takdirde eklenemeyen alan bilgileri boliimiinde
aktarim sirasinda karsilasilan hatalar liste seklinde sunulmakta ve uyari
mesaj1 verilmektedir.
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Masaustl uygulamasinin ekzom verisi yikleme hizi ekzom verileri yiklendikce
degismektedir. Uygulamanin veri yikleme hizini gosteren grafik Sekil 4.3'de
sunulmustur. Buna goére, veri yukleme hizi bir kisiye ait ekzom verisindeki varyantlarin
daha o6nce veri tabanina kayith varyant olmasi, toplam varyant sayisi, bilgisayarin es
zamanli yaptigi diger islemler gibi bazi durumlara gore farkhlik gostermektedir. Bununla
beraber, uygulamanin veri ylikleme hizinda 2. derece bir polinomla uyumlu pozitif egimli
bir trend dikkat cekmektedir. Bu durum veri yiikleme hizinin hasta sayisi arttik¢a giderek

yavaslayacagina isaret etmektedir (Formil 4.1).

(y=0,0295x°+0,7649x+41,524 ; r’=0,9748) (Formul 4.1.)

250

y = 0.0295x? + 0.7649x + 41.524
R?=0.9748

N
o
o

150

100

Veri tabanina yiikleme siiresi (dakika)

(%2
o

0 10 20 30 40 50 60
Verisi Yiiklenen Kisi Sayisi

Sekil 4.3. Masalsti uygulamasinin veri yikleme hizi. Mavi isaretli noktalar her bir
hasta verisinin yiklenme hizini géstermekte olup kirmizi gizgi bu veriye
uyan 2. derece polinomu gostermektedir.
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4.1.2 Veri tabani

Veri tabanindaki Ekzom Verisinin Genel Ozellikleri

Veri tabani, 67 bireye ait (38 kadin, 29 erkek) lon Proton sisteminden elde edilmis
ekzom verisi icermektedir. Her bireye ait ortalama 51.255,58 (45.513 — 53.195) varyant
bulunmaktadir. Veri tabanindaki toplam 6zgiin varyant sayisi 351.698 olup birey basina
ortalama varyant sayisi 5.249,22’dir. Bu varyantlar toplam 257.263 lokusta yer almakta
olup lokus basina 1,37 varyant bulunmaktadir. Veri tabanindaki varyantlarin birey basina
ortalama 20.108,57 tane (17.773-22.971) homozigot; birey basina ortalama 31.147,01
tane (26.918-33.649) heterozigot varyant bulunmaktadir. Veri tabanindaki kayith olan
bireylerin 27’sinde ebeveynleri arasi tarif edilebilen bir akrabalik bulunmasi sebebi ile
homozigot varyant oraninda bir fazlalik gériilmektedir. Bu durum, Sekil 4.4’de gorildig
gibi, ebeveynleri arasinda akrabalik olan bireylerde istatistiksel olarak anlamli 6lglide

daha fazla homozigot varyant gériilmesi ile de anlasilmaktadir.
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Veri tabaninda bireylerdeki homozigot varyantlarin orani ile ebeveynler
arasinda akrabaligin iliskisi. Ebeveynleri arasinda akrabalik olan bireylerde
tim diger gruplara kiyasla istatistiksel olarak anlamli oranda yiksek
oranda homozigot varyant bulunmaktadir. Her bir nokta bir bireyin
homozigot varyant oranini gostermekte olup kirmizi gizgiler o gruptaki
varyantlarin aritmetik ortalamasi ve standart sapmasini gostermektedir.
ANOVA testinin sonuclari *p<0,05; **p<0,005; ***p<0,001 olarak
belirtilmistir.

Varyantlarin gen icindeki yerlerine ve etkilerine bakildiginda ise, 147.140

tanesinin ekzonik ve ilgin¢ bir sekilde c¢ogunlugunun ekzon disi, 6zellikle intronik,

bolgelere denk geldigi gortilmektedir (Tablo 4.1). Nadir durumlarda bir varyant bir genin

farkli splice varyantlari sebebi ile farkl etkilere sahip olabileceginden tablodaki toplam

varyant sayilari veri tabanindaki toplam varyant sayisinin lzerinde gériinmektedir.
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Tablo 4.1. Veri Tabanindaki Varyantlarin Gen Bolgelerine gére Dagilimi.
Gen bolgesi Varyant Sayisi %
EKZONIK 147140  39.41

Nokta Mutasyonlari:
Sinonim 66978
Missense 75705
Nonsense 1098
Stop kaybi 128
insersiyon/Delesyonlar:
Cergeve igi 1340
Cergeve kaymasi 3408
Etkisi bilinmeyen 6396
KODLAMAYAN EKZONIK 2808 0.75
UTR 18173 4.87
INTRONIK
3'-5' splice 1075 0.29
Diger intronik 189235 50.69
GENLER ARASI BOLGE
Gen 6ncesi 8019 2.15
Gen sonrasi 6880 1.84

Veri tabanindaki varyantlarin kromozomlara gore dagilimina bakildiginda her bir

kromozomdaki varyantin o kromozomda bulunan protein kodlayan gen sayilari ile yiiksek

korelasyon bulundugu gérilmektedir (r?=0,943) (Sekil 4.5). Ekzom dizilemesinde 6zellikle

protein kodlayan genler hedeflendigi icin bu beklenen bir durumdur ve veri tabanindaki

varyantlarin beklenen oranlarda dagildigina isaret etmektedir. Buna karsin, kromozom

uzunlugu ve Ensembl’da bulunan kisa varyant sayilari ile veri tabanindaki varyant sayilari

arasindaki korelasyon disuktir. Bu durum, kromozomlarin uzunluklarina gore farkli

oranda gen icermeleri ile agiklanabilir. Gen yogunlugu disik 13. ve 18. Kromozomda veri

tabaninda az sayida varyant bulunurken; gen yogunlugu yiksek 17. ve 19. kromozomda

veri tabaninda cok sayida varyant bulundugu dikkati cekmektedir.
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Veri tabanindaki varyant sayilarinin kromozomlara gore dagilimi. 1-22.
kromozomlar ve X-Y kromozomlarinda veri tabaninda bulunan varyant
sayllarinin her bir kromozomun karsiliginda belirtilmistir. Ensembl
veritabaninda bulunan protein kodlayan gen, kromozom uzunlugu ve
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Ensembl kisa varyant sayilari, en uzun kromozom olan 1. kromozomdaki
degerlere normalize edilerek belirtilmistir (105).

Varyatlarin veri tabani olusumu sirasinda hesaplanan g farkli MAF degeri olan
MinMAF, MaxMAF ve HUMAF degerlerine gore varyantlarin dagihmi Sekil 4.6’da
sunulmustur. Bu degerlerin nasil olusturuldugu Yontem kisminda agiklanmistir (Bolim
3.2.3). Buna gore, MinMAF’a gore yapilan siniflandirmada kigik degerlerde MaxMAF
degerine gore daha fazla varyant bulundugu gortlmustir. Veri tabaninda MinMAF degeri
0 olan 169.391 varyant bulunurken MaxMAF degeri 0 olan 71.090 varyant mevcuttur.
HUMAF degerlerine gére yapilan hesaplamada ise mimkiin olan en kii¢clik deger bir
varyantin sadece bir bireyde heterozigot olarak goriindigi durumdur. Bu deger 1/134,
ondalik sayl olarak yaklasik 0,007463’tlr. Veri tabaninda bu degere sahip 111.675
varyant vardir. Veri tabaninda MAF degeri yiksek olan varyantlara bakildiginda ise,
MinMAF degeri 0,50’nin Uzerinde varyant bulunmazken; MaxMAF degerine gore 145
varyantin, HUMAF degerine gore ise 46.784 varyantin MAF degeri 0,50’i asmaktadir. Bu
durum veri tabanindaki bireyler arasinda sik goriilen ve bu veritabaninin koken aldigi

populasyona 6zel ¢cok sayida varyant bulundugunu ortaya koymaktadir.
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Sekil 4.6. Veri tabanindaki varyantlarin gesitli MAF parametrelerine gére dagilimi.

Dinya genelini yansitan MinMAF ve MaxMAF degerleri kullanici tarafindan
belirlenen sinir degerlerden kiiglik olan; ancak veri tabani poplilasyonda daha sik gértlen
varyantlar, ek varyant filtrelemesi saglayabildikleri igin kurumsal veri islevselligi agisindan
oldukga 6nemlidir. Buradan yola ¢ikarak, HUMAF degerleri sinir degerlerin lzerinde olan;
ancak MinMAF ve MaxMAF degerleri altinda kalan varyant sayilari Sekil 4.7’de
gosterilmistir. Buna goére, HUMAF her sinir degerde ek varyant filtrelemesi
saglamaktadir. Bunun yaninda, HUMAF In MinMAF icin sagladigi varyant filtrelemesi
MaxMAF icin sagladig filtrelemenin 0,4 ve altindaki her sinir degerinde 1,82 ile 5,37 kat
Uzerinde olmaktadir. Bu durum, HUMAF kullanildiginda MinMAF ile filtrelenen varyant

sayisinin MaxMAF ile elenen varyant sayisina yaklasmasina katki saglamaktadir.
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Sekil 4.7. Veri tabaninda HUMAF'In varyant filtrelemesine katkisi. Veri tabaninda
belirlenen bir sinir degerin altinda kalan MinMAF ve MaxMAF degerine
sahip varyantlar icin HUMAF’ta da ayni deger sinir secildiginde bu degerin

Uzerinde kalarak filtreleme asamalarinda elenecek ek varyant sayilari.

Veri Tabanindaki Ekzom Verisinde Sistematik Olarak Taranabilecek Bazi

Hatalar

Veri tabanina kaynak olusturan lon Reporter'dan elde edilen .tsv dosyalarinda
bazi sistematik hatalar dikkati ¢ekmistir. Bu hatalar asagida 6zetlenmis, varyant

filtrelemelerinde elenebilmesi icin bazi filtreleme secenekleri olusturulmustur:
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Okuma Derinligi (Coverage): Okuma derinligi bir varyantin ka¢ okumada

gorildugliint gostermektedir. Okuma derinligi distiikce o varyantin yanls
olma olasihg artmakta, heterozigot/homozigot ayrimi  yapmak
zorlasmaktadir. Sekil 4.8’de veri tabaninda yer alan varyantlarin okuma
derinligine gore dagilimi gortlmektedir. Buna gore, veri tabaninda bulunan
varyantlarin sadece 2 tanesi 5'ten kii¢clik okuma derinligine sahiptir. Okuma
derinligi sinirt 30 olarak kabul edildiginde dahi varyantlarin %57,45’i tim

bireylerde 230 okuma derinligine sahiptir.
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Veri tabanindaki varyantlarin okuma derinligine goére dagilimi. Veri
tabanindaki varyantlarin belirtilen sinir degere (x) gére dagilimlarinda sari
renkli situnlar tim bireylerde >x; yesil renkli stitunlar tiim bireylerde <x;
mavi renkli sGtunlar ise bazi bireylerde >x, bazi bireylerde <x okuma
derinligine sahip varyantlari gostermektedir.
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i) Phred Kalite Puani: Phred Kalite Puani bir varyantin okuma verisinin

Sekil 4.9.

glvenilirliginin  bir gostergesidir. Sekil 4.9’da veri tabaninda yer alan
varyantlarin Phred Kalite Puanina gore dagilimi gorilmektedir. Buna gore, veri
tabaninda bulunan varyantlarin tamami 10’dan biyiik puana sahiptir. Phred
Kalite Puani siniri 30 olarak kabul edildiginde dahi varyantlarin %80,33’G tim

bireylerde 230 Phred Kalite Puani’na sahiptir.
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Veri tabanindaki varyantlarin Phred Kalite Puani’'na gore dagihmi. Veri
tabanindaki varyantlarin belirtilen sinir degere (x) gore dagilimlarinda gri
renkli stitunlar tim bireylerde >x; mavi renkli situnlar tiim bireylerde <x;
turuncu renkli stitunlar ise bazi bireylerde >x, bazi bireylerde <x Phred
Kalite Puani’na sahip varyantlari gostermektedir.



i)

57

Genotip#Gozlenen Hatasi: Veri tabaninda genotip ve goézlenen situnlarinda

tutarsizlik olan varyantlar gorilmustir ve bunlar veri tabanindan
ayiklanabilmesi igin isaretlenebilmesi mimkiin kilinmigtir. Veri tabaninda bu
sekilde 3.206 varyant bulunmakta olup bunlarin  ¢ogunlugu

insersiyon/delesyon varyantlaridir (Tablo 4.2).

iv) Tek/Cift Yon Okumalar: Veri tabaninda yer alan varyantlarin 28.221 tanesi
sadece tek yonden okunmus varyantlar iken; 33.934 varyant bazi bireylerde
tek yonden, bazilarinda ¢ift yonden okunmustur (Tablo 4.2). Bu varyantlarin
dagilimina bakildiginda %86,96’sinin  nokta mutasyonlardan olustugu
gorilmektedir.

Tablo 4.2. Veri tabanindaki Genotip#Go6zlenen hatasi olan ve Tek/Cift yénli okunan
varyantlarin dagilimi.

GenotipzGozlenen Hatasi Tek/Cift Yon Okumalar
Hata Durumu Varyant Sayisi Okuma yonii Varyant Sayisi
Hata yok 348492 Sadece ¢ift yon okumalar 289543
Hata var 3206 Sadece tek yon okumalar 33934
Hatal varyantlarin dagilimi Tek ve ¢ift yon okumalarvar 28221

indel: 3146 Tek yon okunan varyantlarin dagilimi

MNV: 6 indel: 6527

SNV: 54 MNV: 2198

SNV: 58174
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v) Homopolimer Uzunlugu: Veri tabaninda varyantlarin homopolimer bolgeleri

ile ilskisine bakildiginda 40.695 varyantin 24 homopolimer bolgesi icinde veya
komsulugunda yer aldig1 goriilmektedir. Bu varyantlarin varyant tipleri
acisindan dagilimi, homopolimer yakininda yer almayan varyantlar ile
kiyaslandiginda >4 homopolimer iligkili varyantlarin istatistiksel olarak anlamli
Olctide insersiyon/delesyon varyantlarindan zengin oldugu gorilmektedir (Ki-
kare testi: p<0,0001) (Sekil 4.10). Bu da bir hata kaynagi olabilecek lon Proton
homopolimer hatalari ile 24 homopolimer grubundaki insersiyon/delesyon

sikhginin iliskisini 6ngérmektedir.

0-3 >4 = indel
= MNV
19341 5¢,¢

Sekil 4.10. Homopolimer uzunlugu — varyant tird iliskisi.

4.1.3 Web Arayiizii Uygulamasi

Uygulama Kullanici Tipine Gore icerik olusturulan dinamik sayfalardan
olusmaktadir. Uygulamaya User (standart kullanici) yetkisi ile giris yapildiginda dogrudan
Varyant Listesi sayfasi ile karsilagilacaktir. Bu sayfaya ayni zamanda Admin (Yonetici)

yetkisiyle erisim saglanabildigi icin sayfa detaylarina asagida deginilecektir.
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Ana sayfa

Yonetici yetkisi ile giris yapildiginda uygulamanin karsilama ekrani Gg ayri

pencereden olusmaktadir:

i) Islemler Ekrani: Verilere iliskin ekleme, giincelleme, silme ve listeleme

islemlerinin yer aldig mendler bulunmaktadir (Sekil 4.11).

ii) Bilgilendirme Ekrani: Veri tabaninda yer alan Kisi, Varyant, Lokus, Ozgiin

Varyant bilgilerine iliskin sayisal degerler bulunmaktadir (Sekil 4.12).
iii) Istatistik Ekrani: Veri tabaninda yer alan hasta-teshis istatistikleri pasta grafik
seklinde ve hastaliklara sahip hastalarin varyant sayisi bilgileri ise ¢ubuk

grafikler seklinde sunulmaktadir (Sekil 4.13).

Islemler

B Kullanici Islemleri
E Varyant Listesi
E Varyant Filtreleme
u Kisi Listesi

Teshis islemleri

Sekil 4.11.  islemler Ekrani.



Bilgilendirme Ekrani

2572603
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Sekil 4.12. Bilgilendirme Ekrani.
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3434124

Varyant

351698

Ozgun Varyant

SDs Fanceni Microtia Sizofreni

Variant Sayilan

w95 2711

2800
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Sekil 4.13. Hastaliga 6zgl varyant bilgileri istatistikleri.

Kullanici islemleri

2024

3036 3040 3048

Kullanici islemleri ana sayfasinda veri tabaninda yer alan kullanicilara iliskin

bilgilerin listelendigi tablo bulunmaktadir. Sekil 4.14’te yer aldigi Uzere, veri tabaninda

“Yonetici” ve “Standart Kullanici” olmak Gzere iki tip kullanici bulunmaktadir. Kullanicilar

kullanici tiplerine gore uygulama igerisinde kisitlamalar ile karsilasmaktadir. Standart

kullanici sadece varyant listesi ekranini gérebilmektedir. Kullanici listesi tizerinde yer alan

tus ile sistemde kayitli kullanicilarailiskin glincelleme islemleri gergeklestirilebilmektedir.

Uygulama icerisinde kullanilan listeler Uzerinde yer alan giincelleme (ya da detay

gorintileme), silme ya da yeni kayit ekleme islemleri mimkdinddar.
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® Kisi Listesi

FirstName LastName KullaniciTipi Status
E Yanz Adabal User Alif
E hu hut Admin Al
E hu2 hu2 User Aktif

Sekil 4.14. Kullanici Listesi.

Varyant Listesi

Varyant Listesi karsilama sayfasi veri tabaninda yer alan 6zgiin varyantlarin
kromozom adi ve kromozom lokasyon bolgesine gore siralanmis sekilde geldigi tablo ve
ilgili parametrelerle sorgulama yapilmasina olanak sunan filtre penceresinden
olusmaktadir (Sekil 4.15). Varyant listesinin yer aldigi tablonun alt kisminda 6zgin
varyant sayisi bilgisi yer almaktadir.

Varyant Listesi karsilama sayfasinda yer alan filtre ekrani parametreleri kullanici
tipine gore degisiklik géstermektedir. Yonetici yetkisine sahip bir kullanici Lokus Adi,
Genotip, Kromozom Adi, Kromozom Boélgesi, Zigosite, Teshis, Kisi, MaxMAF degeri,
MinMAF degeri, HUMAF degeri, Gen Adi, Gen Tipi, Gene Ontology Domain Adi, Varyant
Tipi, Varyant Etkisi, Ensemble ID, dbSNP, MinHomopolimer, Okuma Derinligi, Phred
Kalite Puani, Tek Yon Okuma Bilgisi, GenotipzG0ozlenen hatalarina iliskin filtreleme

yapabilmektedir.
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Lokus Adi Referans Gézlenen Genotip Zigosite HUMAF

chr1:861453 C T ot Heterazigot 0.0075

Sekil 4.15. Filtre ekrani ve varyant listesi tablosu.

Varyant Detay

Varyant Listesi tablosu Uzerinde bulunan tus ile ilgili varyanta iliskin detay
bilgilerinin yer aldigl varyant detay sayfasina yonlendirilmektedir (Sekil 4.16). Varyant
detay sayfasi secilen varyanta iliskin detayl bilgileri icermektedir. Ayrica, sayfa icerisinde
yer alan listede ilgili varyantin veri tabaninda kag kez gorildiga bilgisi yer almaktadir.
Eger giris yapilan kullanici tipi yonetici ise, hastaya iliskin ID bilgisi de liste icerisinde
bulunmaktadir. Varyant Detay sayfasi lizerinde yer alan dis kaynak linkleri ile EXAC,
dbSNP ve GeneCards sayfalarina ilgili varyanta iliskin bilgilerle dogrudan erisim

saglanabilmektedir.

E Varyant Deta Exac = dbSNP | Gene Cards
Lokus Adi Referans Gozlenen Genotip

chr1:861453 T

Lokasyon Okuma Tipi Gen Adlan dbSNP

intronic SNV SAMD11 15760467937,rs767632992

HUMAF Maksimum MAF Minimum MAF Homopolimer Uzunluk
0,00746268656716418 1

HastalD AlleleCovarege HomopolymerLength Okuma Yénii

2915 C=91,T=01 1 C=43/48,T=26/35

Sekil 4.16. Varyant Detay Ekrani.
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Varyant Filtreleme

Karsilama sayfasi segilen filtre sonucunda donen degerlerin listelenecegi varyant
listesi tablosu ve ilgili parametrelerle sorgulama yapilmasina olanak sunan filtre
penceresinden olusmaktadir. Filtreleme penceresi yardimiyla 9 farkh filtreleme
modunun (Gevsek Homozigot, Gevsek Heterozigot, Gevsek Bilesik Heterozigot, Orta
Homozigot, Orta Heterozigot, Orta Bilesik Heterozigot, Siki Homozigot, Siki Heterozigot,
Siki Bilesik Heterozigot) yer aldigi varyant filtre parametreleri ile Teshis ve bu teshisin
konuldugu bireylerin birlikte iliskili olarak listelendigi Teshis — Kisi parametreleri
filtreleme vyapilabilmektedir. Ayrica, MaxMAF, MinMAF, MinHomopolimer, Okuma
derinligi, Phred Kalite Skoru, Tek Yon Okuma Bilgisi, Genotip#Gozlenen hatalarina iligskin
secimli filtrelemeler de yapilabilmektedir. Girilen parametrelerle yapilan sorgu sonucu
doénen degerler Varyant Listesi tablosunda gosterilmektedir. Tablonun sag st kdsesinde
yer alan “Excele Gonder” tusu araciigiyla bu degerler excel dosyasina
aktarilabilmektedir. Ayrica, Varyant Listesi Gizerinde yer alan Giincelle/Detay Goruntile
tusu yardimiyla ilgili varyantin detayh bilgilerine erisilebilmekte ve bu varyantin veri

tabaninda gorintilenme sayisina iliskin bilgilere ulasilabilmektedir.

Kisi Listesi

Karsilama sayfasi veri tabaninda yer alan hastalarin ve bu hastalara iliskin kimlik
bilgilerinin yer aldigI tablodan olusmaktadir. Tablo lizerinde yer alan glincelleme tusu ile
hastaya iliskin verilerin giincellenebilecegi “Hasta Diizenle” sayfasina yonlendirilme
yapilmaktadir. “Hasta Duzenle” sayfasi yardimiyla hastaya iliskin kisisel bilgiler
glncellenebilmekte, ayrica hastaya yeni teshis ekleme ve teshis silme islemleri

gerceklestirilebilmektedir (Sekil 4.17).
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E Teshis Ekle
TCKimlikNo Name Surname
3271
Teshisler
DiagnoseDate DiagnoseName
E 19.08.2019 00:00:00 sDs
Sekil 4.17. Hasta dizenleme ekrani.
Teshis Listesi

Karsilama sayfasi veri tabaninda yer alan hastaliklarin listelendigi “Teshis Listesi”
tablosundan olusmaktadir. Tablo Gzerinde yer alan giincelleme tusu ile ilgili satirdaki
teshis bilgileri glincellenebilmektedir. Ayni tablo lizerinde yer alan silme tusu ile ise
secilen hastalik herhangi bir hastaya eklenmemisse silinme islemi gergeklestirilebilir aksi
halde silme islemi basarisiz olacaktir. Yine Listenin sag list kosesinde yer alan ekleme tusu

ile veri tabanina yeni bir hastalik eklenebilmektedir.

4.2. Filtreleme Modlarinin Degerlendirilmesi

4.2.1. Veri tabaninin Varyant Filtreleme Becerisinin Degerlendirilmesi

Kurulan veri tabaninin varyant filtrelemedeki etkinligini gdstermek amaci ile 14
adet otozomal resesif Fanconi Aplastik Anemisi (FAA) tanili bireye ait veri incelenmistir
(Tablo 4.3). Bu bireylerde bulunan ortalama 50.914,93 varyanttan (48.887-52143)
ortalama %6,18’i cesitli varyant kalitesi filtreleri ile elenmektedir. Bu filtrelerden “Okuma
derinligi 2 5” filtresi en etkisiz filtre olurken, “Phred kalite puani 2 30” filtresi ortalama
%3,66 ile en blyik filtrelemeyi saglamaktadir. Bu basamaktaki filtreler sayica ¢ok fazla
varyant elemesi saglamasa da elenen varyantlarin cogunun gercek olmamasi sebebi ile
nadirdirler ve diger basamaklarda elenememektedirler. Bu nedenle, kalite filtreleri ile

eleme basamagi 6nemli bir eleme asamasidir.
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Genel olarak bakildiginda MinMAF filtrelemesinde MaxMAF filtrelemesine gére
4,99 kat daha fazla varyant ilk asamada filtrelemeyi gegmektedir. MinMAF ile MaxMAF
arasindaki fark sonraki filtreleme basamaklarinda da devam etmektedir; ancak 6zellikle
“HUMAF<0,05" filtresi ile fark her filtreleme modunda 2 katin altina dismektedir (Sekil
4.18 ile Sekil 4.19; Sekil 4.20 ile Sekil 4.21; Sekil 4.22 ile Sekil 4.23). Bunun nedeni, HUMAF
filtresi ile MinMAF ile elenmeyen varyantlarin, MaxMAF ile elenmeyen varyantlara
kiyasla daha ¢ok elemeye maruz kalmalaridir (Tablo 4.3). Tim filtreleme basamaklarina
bakildiginda kendinden bir 6nceki basamaga gore en etkin filtrelemeyi her filtreleme
modunda veri tabaninin kendi verisinden yola ¢ikan “HUMAF<0,05” filtresi saglamaktadir
(%38,39-%99,28). Bu filtreleme 06zellikle homozigot varyantlarda (%88,43-%99,28),
heterozigot varyantlara (%38,39-%77,26) gore daha etkilidir (Tablo 4.3).

Veri tabaninin kendi verisinden kaynak alan diger filtreler de Gevsek/Orta/Siki ve
Homozigot/Heterozigot/Bilesik Heterozigot modlari olan varyant filtreleridir. Bu filtreler
varyantlarin o taniya sahip olmayan bireylerde goriildigli durumda varyantin patojenik
olmadigl sonucuna vararak varyanti elemektedir. Sadece bu 6zellige gore filtreleme
yapan Gevsek filtreler “HUMAF<0,05” filtresi Uzerine her modda ek bir eleme
saglamaktadir. Bu durum en ¢ok bilesik heterozigot modda; en az homozigot modda
belirgindir (Sekil 4.18, Sekil 4.19 ile Sekil 4.22, Sekil 4.23). Bu durumlarda bile filtreleme
modlarinin ek eleme saglamasi HUMAF ile elenemeyen varyantlari azaltmakta ve aday
varyant listesini distiirmektedir. Ug farkh sikliktaki filtreleme modu artan oranda varyant
elemesi saglamaktadir; ancak birey, sebebi aranan genetik hastaligin kalitim modeli ve
stk goriilen mutasyon tiplerine uygun filtreleme kullanilmalidir. Siki Bilesik Heterozigot
filtreleme ile 14 FAA hastasindan sadece 4 tanesinde 2’ser varyant saptanmasi dikkat
¢ekmektedir. Bu durum, protein yapisinda birden fazla amino asidin yapisini bozan 2
farkli heterozigot mutasyonun ayni gene denk gelme olasiliginin disik olmasi nedeniyle
beklenen bir durumdur. Homopolimer filtreleri ise orta filtreler igin %0-%71.43
araliginda, siki filtreler icin ise %0-%100 araliginda bireye gore oldukca degisken

miktarlarda filtreleme imkani sunmaktadir.
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Filtrelenen Varyantlarin
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Tim Kalite  MIinMAF<£0,01 Homozigot HUMAF< 0,05 Gevsek Orta Siki Homozigot
Kriterleri Homozigot Homozigot

Filtreleme Basamaklari

H 3003 m2805 ®3036 ®m3040 m2803 m 2802 m2956 m2711 m2995 W 3024 m3048 m2695 ® 2800 = 2998

Sekil 4.18. MinMAF ve Homozigot filtrelerinde FAA tanili bireylerde varyant

Filtrelenen Varyantlarin

Sekil 4.

filtreleme akisi. “HUMAF<0,05”dan sonraki filtreleme basamaklari sag-tst
panelde y-ekseninde daha yuksek ¢ozunurlikle gosterilmistir.

100 0.4
035
90 03
__ 80 0.25
S
< 0.2
= 70
G 0.15
S 60 01
©
g Rl || M
s 0 I ][] ] e ——
E 40 HUMAF < 0,05 Gevsek Orta Homozigot Siki Homozigot
= 30 Homozigot
3
)_
20
10
o [[ER11]1[] [|[Eeem———
Tim Kalite MaxMAF<0,01 Homozigot HUMAF= 0,05 Gevsek Orta Siki Homozigot
Kriterleri Homozigot Homozigot
Filtreleme Basamaklari
H 3003 m2805 m3036 m3040 w2803 m 2802 m2956 m2711 m2995 w3024 m3048 m2695 m 2800 m 2998
19. MaxMAF ve Homozigot filtrelerinde FAA tanili bireylerde varyant

filtreleme akisi. “HUMAF<0,05”dan sonraki filtreleme basamaklari sag-list
panelde y-ekseninde daha yiksek ¢ozlnirliikle gosterilmistir.
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panelde y-ekseninde daha yliksek ¢ozlinlrlikle gosterilmistir.
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filtreleme akisi. “HUMAF<0,05”dan sonraki filtreleme basamaklari sag-lst
panelde y-ekseninde daha yiksek ¢ozinurlikle gosterilmigtir.
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Sekil 4.22. MinMAF ve Bilesik Heterozigot filtrelerinde FAA tanil bireylerde varyant

Filtrelenen Varyantlarin
Tim Varyantlara Orani (%)

Sekil 4.

filtreleme akisi. “HUMAF<0,05”dan sonraki filtreleme basamaklari sag-ust
panelde y-ekseninde daha yliksek ¢ozlintrlikle gosterilmistir.
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23. MaxMAF ve Bilesik Heterozigot filtrelerinde FAA tanili bireylerde varyant
filtreleme akisi. “HUMAF<0,05”dan sonraki filtreleme basamaklari sag-lst
panelde y-ekseninde daha yiksek ¢ozinurlikle gosterilmistir.
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4.2.2. Farkh Filtreleme Modlarina Gore Patojenik Varyant Saptanmasi

Filtreleme modlarinin kullanim basarisini géstermek amaci ile daha 6nceden

patojenik varyantlara sahip oldugu belirlenmis 4 bireyin ekzom dizileme verileri

kullanilmistir. Bu sonuglar asagida sunulmustur:

i)

2912 nolu birey: Bu bireyin RPS26 geninde heterozigot nonsense bir
mutasyon bulunmaktadir (RPS26:c.124C>T, p.Argd42Ter). Bu mutasyonun
tezde kurulan mevcut sistemde hangi filtreleme basamaklarini gectigi Tablo
4.4’te goriulmektedir. Bu mutasyon, beklendigi lzere sadece heterozigot
modunda gorilmis; homozigot ve bilesik heterozigot modlarinda
gorilmemistir. Mutasyon, en zarar verici varyantlarin filtrelendigi “Siki”
filtreleme modunda hem MinMAF hem MaxMAF filtrelemelerde filtreleme
icinde kalmistir. Bu varyant, ekzom verisindeki toplam 51.561 varyanttan
baslandiginda, en dar filtreleme secenegi olarak MaxMAF, Siki Heterozigot ve
Homopolimer filtrelerini gecen 19 varyanttan biridir. DBA tanisi ile iliskili bir
gende bulunmasi sebebi ile hastalik sebebi olarak bu 19 varyant arasinda 6n

plana ¢ikmaktadir.
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Tablo 4.4. 2912 nolu bireyin ekzom verilerinin  filtrelemesi.  Patojenik
RPS26:c.124C>T (p.Argd2Ter) varyantinin bulundugu basamaklar kirmizi
ile isaretlenmistir.

Birey No: 2912

Tum Varyantlar 51561

Kalite Kriterleri:

Genotip#Gozlenen Hatasi 51427

% 0.26
Okuma derinligi = 5 51561
% 0
Phred Kalite Puani 2 30 49420
% 4.15
Cift Yonli Okumalar 49704
% 3.6
Tium Kalite Kriterleri 48169
% 6.58
MAF MinMAF < 0,01 18358 MaxMAF < 0,01 3708
% 64.4 % 92.81
% 61.89 % 92.3
Varyant Zigositesi Hom. 8102 Het. 10256 Hom. 1366 Het. 2342
% 84.29 % 80.11 % 97.35 % 95.46
% 55.87 % 44.13 % 63.16 % 36.84
HUMAF = 0,05 72 2433 46 1350
% 99.86 % 95.28 % 99.91 % 97.38
% 99.11 % 76.28 % 96.63 % 42.36
Kalitim Modeli ve Farkli Taniya  Hom. 56 Het. 1763 Bil. Het. 861 Hom. 39 Het. 1258 Bil. Het. 294
Sahip Bireylerde Bulunmayan % 99.89 % 96.58 % 98.33 % 99.92 % 97.56 % 99.43
Varyantlar (Gevsek Filtre) % 22.22 % 27.54 % 64.61 % 15.22 % 6.81 % 78.22
Nonsinonim ekzonik ve yakin 20 504 98 16 394 45
splice varyantlari (Orta Filtre) % 99.96 % 99.02 % 99.81 % 99.97 % 99.24 % 99.91
% 64.29 % 71.41 % 88.62 % 58.97 % 68.68 % 84.69
Homopolimer Uzunlugu < 3 13 454 85 10 352 39
% 99.97 % 99.12 % 99.84 % 99.98 % 99.32 % 99.92
% 35 % 9.92 % 13.27 % 37.5 % 10.66 % 13.33
Cergeve kaymasi, nonsense ve 8 46 2 8 33 0
yakin splice varyantlari (Siki % 99.98 % 99.91 % 100 % 99.98 % 99.94 % 100
Filtre) % 60 % 90.87 % 97.96 % 50 % 91.62 % 100
Homopolimer Uzunlugu < 3 2 31 0 2 19 0
% 100 % 99.94 % 100 % 100 % 99.96 % 100

% 75 % 32.61 % 100 % 75 % 42.42 % 0
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ii) 2683 nolu birey: Bu bireyin ADA2 geninde bilesik heterozigot missense birer
mutasyonu bulunmaktadir (ADA2:¢.1359_1360delTGinsCC, p.Asp454His ve
ADA2:c.620T>C, p.Phe207Ser). Bu mutasyonlarin tezde kurulan mevcut
sistemde hangi filtreleme basamaklarini gectigi Tablo 4.5’de gorilmektedir.
Bu mutasyonlar, beklendigi (izere hem heterozigot hem de bilesik heterozigot
modlarinda goriilmis; homozigot modunda goéridlmemistir. Mutasyonlar,
missense varyantlarin da dahil edildigi “Orta” filtreleme modunda gorilmus
ve beklendigi Uzere “Siki” filtreleme modunda goérilmemistir.
ADA2:c.1359_1360delTGinsCC mutasyonunun etkiledigi 1359. pozisyondaki
niikleotid ¢.1359T>C (rs752497071) sinonim bir degisiklige sebep olmakta ve
bu degisiklik icin MAF>0,01'dir. lon Reporter yaziimi bu MAF degerini
ADA2:¢.1359_1360delTGinsCC mutasyonuna atfettigi icin MaxMAF
filtrelemesinde bu mutasyon kaybolmaktadir. Ancak MinMAF filtresinde her
iki mutasyon da gorilmektedir. Bu varyantlarin her ikisi, ekzom verisindeki
toplam 50.674 varyanttan baslandiginda, en dar filtreleme secenegi olarak
MinMAF, Orta Bilesik Heterozigot ve Homopolimer filtrelerini gecen 71
varyant arasindadir. DBA tanisi ile iliskili bir gende bulunmasi sebebi ile

hastalik sebebi olarak bu 71 varyant arasinda 6n plana ¢ikmaktadirlar.
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Tablo 4.5. 2683 nolu bireyin ekzom verilerinin  filtrelemesi. Patojenik
ADA2:c.1359_1360delTGinsCC  (p.Asp454His) ve  ADA2:c.620T>C
(p.Phe207Ser) varyantlarinin  bulundugu basamaklar kirmizi ile
isaretlenmistir. Sadece ADAZ2:c.1359_1360delTGinsCC (p.Asp454His)
varyantinin bulundugu basamaklar ise sari ile isaretlenmistir.

Birey No: 2683

Tum Varyantlar 50674

Kalite Kriterleri:

Genotip#Gozlenen Hatasi 50548

% 0.25
Okuma derinligi = 5 50674
% 0
Phred Kalite Puani 2 30 48344
% 4.6
Cift Yonli Okumalar 48798
% 3.7
Tum Kalite Kriterleri 47095
% 7.06
MAF MinMAF < 0,01 17710 MaxMAF < 0,01 3564
% 65.05 % 92.97
% 62.4 % 92.43
Varyant Zigositesi Hom. 7763 Het. 9947 Hom. 1323 Het. 2241
% 84.68 % 80.37 % 97.39 % 95.58
% 56.17 % 43.83 % 62.88 % 37.12
HUMAF =< 0,05 45 2419 21 1341
% 99.91 % 95.23 % 99.96 % 97.35
% 99.42 % 75.68 % 98.41 % 40.16
Kalitim Modeli ve Farkli Taniya  Hom. 40 Het. 1710 Bil. Het. 851 Hom. 19 Het. 1203 Bil. Het. 263
Sahip Bireylerde Bulunmayan % 99.92 % 96.63 % 98.32 % 99.96 % 97.63 % 99.48
Varyantlar (Gevsek Filtre) % 11.11 % 29.31 % 64.82 % 9.52 % 10.29 % 80.39
Nonsinonim ekzonik ve yakin 7 485 86 4 374 36
splice varyantlari (Orta Filtre) % 99.99 % 99.04 % 99.83 % 99.99 % 99.26 % 99.93
% 82.5 % 71.64 % 89.89 % 78.95 % 68.91 % 86.31
Homopolimer Uzunlugu < 3 5 432 71 3 331 27
% 99.99 % 99.15 % 99.86 % 99.99 % 99.35 % 99.95
% 28.57 % 10.93 % 17.44 % 25 % 11.5 % 25
Cergeve kaymasi, nonsense ve 2 37 0 2 28 0
yakin splice varyantlar (Siki % 100 % 99.93 % 100 % 100 % 99.94 % 100
Filtre) % 71.43 % 92.37 % 100 % 50 % 92.51 % 100
Homopolimer Uzunlugu < 3 1 15 0 1 11 0
% 100 % 99.97 % 100 % 100 % 99.98 % 100

% 50 % 59.46 % 0 % 50 % 60.71 % 0
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iii) 3045 nolu birey: Bu bireyin de ADA2 geninde homozigot cerceve kaymasina
sebep olan 2 nikleotid delesyon mutasyonu bulunmaktadir
(ADA2:c.680_681delAT, p.Tyr227fs). Bu mutasyonun tezde kurulan mevcut
sistemde hangi filtreleme basamaklarini gectigi Tablo 4.6’da gorulmektedir.
Bu mutasyon, beklendigi lzere sadece homozigot modunda gorilmis;
heterozigot ve bilesik heterozigot modlarinda goérilmemistir. Mutasyon, en
zarar verici varyantlarin filtrelendigi “Siki” filtreleme modunda hem MinMAF
hem MaxMAF filtrelemelerde filtreleme igcinde kalmistir. Bu varyant, ekzom
verisindeki toplam 59.631 varyanttan baslandiginda, en dar filtreleme
secenegi olarak MaxMAF, Siki Homozigot ve Homopolimer filtrelerini gecen 3
varyanttan biridir. DBA tanisi ile iliskili bir gende bulunmasi sebebi ile hastalik

sebebi olarak bu 3 varyant arasinda 6n plana gikmaktadir.
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Tablo 4.6. 3045 nolu bireyin ekzom verilerinin  filtrelemesi.  Patojenik
ADA2:c.680_681delAT (p.Tyr227fs) varyantinin bulundugu basamaklar
kirmizi ile isaretlenmistir.

Birey No: 3045

Tum Varyantlar 49631

Kalite Kriterleri:

Genotip#Gozlenen Hatasi 49477
% 0.31
Okuma derinligi = 5 49631
% 0
Phred Kalite Puani = 30 47859
% 3.57
Cift Yonli Okumalar 47856
% 3.58
Tum Kalite Kriterleri 46581
% 6.15
MAF MinMAF < 0,01 17759 MaxMAF< 0,01 3527
% 64.22 % 92.89
% 61.88 % 92.43
Varyant Zigositesi Hom. 8879 Het. 8880 Hom. 1513 Het. 2014
% 82.11 % 82.11 % 96.95 % 95.94
% 50 % 50 % 57.1 % 42.9
HUMAF < 0,05 276 2194 154 1182
% 99.44 % 95.58 % 99.69 % 97.62
% 96.89 % 75.29 % 89.82 % 41.31

Kalitim Modeli ve Farkli Taniya  Hom. 273 Het. 1600 Bil. Het. 842 Hom. 152 Het. 1113 Bil. Het. 265

Sahip Bireylerde Bulunmayan % 99.45 % 96.78 % 98.3 % 99.69 % 97.76 % 99.47

Varyantlar (Gevsek Filtre) % 1.09 % 27.07 % 61.62 % 1.3 % 5.84 % 77.58

Nonsinonim ekzonik ve yakin 67 460 108 41 351 39

splice varyantlari (Orta Filtre) % 99.87 % 99.07 % 99.78 % 99.92 % 99.29 % 99.92

% 75.46 % 71.25 % 87.17 % 73.03 % 68.46 % 85.28
Homopolimer Uzunlugu < 3 57 424 98 35 320 33

% 99.89 % 99.15 % 99.8 % 99.93 % 99.36 % 99.93

% 14.93 % 7.83 % 9.26 % 14.63 % 8.83 % 15.38

Cergeve kaymasi, nonsense ve 10 41 0 8 34 0

yakin splice varyantlari (Siki % 99.98 % 99.92 % 100 % 99.98 % 99.93 % 100

Filtre) % 85.07 % 91.09 % 100 % 80.49 % 90.31 % 100

Homopolimer Uzunlugu < 3 4 28 0 3 23 0
% 99.99 % 99.94 % 100 % 99.99 % 99.95 % 100

% 60 % 31.71 % 0 % 62.5 % 32.35 % 0
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iv) 3149 nolu birey: Bu birey, 3 farkh hastalikla ilgili 3 farkli homozigot missense
patojenik varyanti bir arada barindirmaktadir ve ¢ok sayida patojenik
varyantin filtrelenmesinde sunulan filtreleme sisteminin kullaniimasi igin iyi
bir ornek teskil etmektedir. Bu varyantlar, SLC25A12 genindeki c.728G>A
(p.Arg243Lys); C150rf41 genindeki c.58C>A (p.Pro20Thr); ve OCA2 genindeki
c.1441G>A (p.Ala481Thr) mutasyonlaridir. Bu mutasyonlarin tezde kurulan
mevcut sistemde hangi filtreleme basamaklarini gectigi Tablo 4.7'de
gorilmektedir. Bu mutasyonlar, beklendigi lizere sadece homozigot
modunda goérilmis; heterozigot ve bilesik heterozigot modlarinda
gorilmemistir. Mutasyonlar, missense varyantlarin filtrelendigi “Orta”
filtreleme modunda gorilmistir. Cl5o0rf41 ve OCA2 genlerindeki
mutasyonlar hem MinMAF hem MaxMAF filtrelemelerde filtreleme iginde
kalirken, SLC25A12 genindeki mutasyon sadece MinMAF filtrelemesinde
gorilmustir. SLC25A12’deki mutasyonun bazi toplumlardaki MAF degeri
(Avrupa) 0,0166’ya kadar cikmaktadir; ancak bu mutasyon homozigot
oldugunda hastalik sebebi oldugu icin Hardy-Weinberg dengesindeki bir
populasyonda homozigot gorilme sikligr 2,75/10.000’dir ve nadirdir. Bu
nedenle, bazi popllasyonlarda sik goriilen varyantlara hassas MaxMAF
filtresinde elenmektedir. Bu varyantlar, ekzom verisindeki toplam 49.644
varyanttan baslandiginda, en dar filtreleme secenegi olarak MinMAF, Orta
Homozigot ve Homopolimer filtrelerini gecen 51 varyanttan 3’Gdiir. DBA
ontanisinin yaninda hastanin diger temel bulgulari olan infatil baslangigli
persistan epilepsisi ve albinizmi aciklamasi sebebi ile 3 gende bulunan
mutasyonlar hastalik sebebi olarak bu 51 varyant arasinda 6n plana

¢cikmaktadir.
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Tablo 4.7. 3149 nolu bireyin ekzom verilerinin  filtrelemesi.  Patojenik
SLC25A12:c.728G>A (p.Arg243Lys), Cl150rf41:c.58C>A (p.Pro20Thr) ve
OCA2:c.1441G>A (p.Ala481Thr) varyantlarinin bulundugu basamaklar
kirmizi ile isaretlenmistir. Sadece C15o0rf41:c.58C>A (p.Pro20Thr) ve
OCA2:c.1441G>A (p.Ala481Thr) varyantlarinin bulundugu basamaklar ise
sarl ile isaretlenmisgtir.

Birey No: 3149

Tum Varyantlar 49644

Kalite Kriterleri:

Genotip#Gozlenen Hatasi 49530

% 0.23
Okuma derinligi =2 5 49644
% 0
Phred Kalite Puani 2 30 47500
% 4.32
Cift Yonli Okumalar 49611
% 0.07
Tum Kalite Kriterleri 46366
% 6.6
MAF MinMAF < 0,01 17607 MaxMAF < 0,01 3479
% 64.53 % 92.99
% 62.03 % 92.5
Varyant Zigositesi Hom. 8578 Het. 9029 Hom. 1402 Het. 2077
% 82.72 % 81.81 % 97.18 % 95.82
% 51.28 % 48.72 % 59.7 % 40.3
HUMAF = 0,05 210 2141 101 1184
% 99.58 % 95.69 % 99.8 % 97.62
% 97.55 % 76.29 % 92.8 % 42.99
Kalitim Modeli ve Farkl Taniya  Hom. 198 Het. 1544 Bil. Het. 752 Hom. 100 Het. 1075 Bil. Het. 237
Sahip Bireylerde Bulunmayan % 99.6 % 96.89 % 98.49 % 99.8 % 97.83 % 99.52
Varyantlar (Gevsek Filtre) % 5.71 % 27.88 % 64.88 % 0.99 % 9.21 % 79.98
Nonsinonim ekzonik ve yakin 61 431 64 40 333 28
splice varyantlari (Orta Filtre) % 99.88 % 99.13 % 99.87 % 99.92 % 99.33 % 99.94
% 69.19 % 72.09 % 91.49 % 60 % 69.02 % 88.19
Homopolimer Uzunlugu < 3 51 394 59 32 305 28
% 99.9 % 99.21 % 99.88 % 99.94 % 99.39 % 99.94
% 16.39 % 8.58 % 7.81 % 20 % 8.41 % 0
Cergeve kaymasi, nonsense ve 10 27 0 9 23 0
yakin splice varyantlari (Siki % 99.98 % 99.95 % 100 % 99.98 % 99.95 % 100
Filtre) % 83.61 % 93.74 % 100 % 77.5 % 93.09 % 100
Homopolimer Uzunlugu < 3 8 22 0 7 19 0
% 99.98 % 99.96 % 100 % 99.99 % 99.96 % 100
% 20 % 18.52 % 0 % 22.22 % 17.39 % 0

Veri tabaninda yer alan ve farkli patojenik varyantlari daha 6nceden saptanmis

bireylerde uygulanan varyant filtreleme modlari ile gézden kagan bir patojenik varyant

olmamuistir, diger bir deyisle yanls negatif sonug yoktur.
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5.TARTISMA

DNA dizileme teknolojileri yillar igerisinde bilytk bir gelisme kaydederek
glinimizde kisa bir sirede bir seferde bir bireyin bitlin genetik yapisinin dizilenmesi
mimkin hale gelmistir. Bu islemlerin kolayligi sebebi ile insan genetik hastaliklarinin
hem tanisi hem de bu hastaliklarla ilgili bilimsel arastirmalar igin ileri nesil dizileme
teknolojileri pek ¢cok laboratuarda gliniimizde kullanilmaktadir. Bu kapsamda gelistirilen
tim genom dizileme teknolojilerinin maliyetini distirmek ve genomun ozellikle
hastaliklarla iligkili olan genleri iceren kismina odaklanmak igin tim ekzom dizileme
teknolojileri gelistirilmis ve sik kullanilir hale gelmistir. Tim ekzom dizileme teknolojileri,
bu tez kapsaminda da gorildiga gibi bir bireyde bulunan cok sayida varyanti
gostermektedir; ancak bir bireyde hangi varyantin insanlari birbirinden farkh kilan ve
normal kabul edilebilecek bir degisiklik, hangi varyantin hastalikla iligkili degisiklik
oldugunu anlamak, ileri nesil dizileme siireglerini isletmekten daha ¢ok efor gerektiren
bir stire¢ haline gelmistir. Bu nedenle, ¢esitli algoritmalar kullanarak hastalikla iliskili aday
varyant sayisini azaltmak ve insan eforunu daha etkili kullanmak amaciyla varyant
filtreleme yazilimlari gelistirilmistir.

Bu ¢alisma kapsaminda, Windows isletim sisteminde kullanilabilen bir kurumsal
veri tabani ve veri tabanindan varyant filtrelemesi yapilmasi icin proglamlama dili
bilmeyen bir arastirmacilarin da rahathkla kullanabilecegi bir web araylzl
olusturulmustur. Olusturulan veri tabani cesitli genetik hastaliklardan etkilendigi
duslintlen 67 bireye ait ekzom dizileme verisi icermektedir. Tez kapsaminda, oncelikle
olusturulan veri tabanindaki verinin niteligi incelenmistir.

Veri tabanindaki varyantlarda ilk dikkati ceken 06zellik pek ¢ok varyantin
bireylerde tekrar tekrar gortilmesidir. Bu durum, veri tabaninda birey basina 51.255,58
varyant bulunurken birey basina ortalama 5.249,22 varyant dismesi ile ortaya
konmaktadir. Veri tabanindaki ekzonik varyantlarin ensembl veri tabanindaki protein

kodlayan genlerin sayilari ile 6rtismesi de veri tabaninin saglikh bir ekzom verisi ile
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olusturuldugu ve beklentileri karsiladiginin gostergesidir. Buna karsin, 6zellikle cinsiyet
kromozomlarinda diger kromozomlara kiyasla belirgin olarak beklenenden az varyant
bulunmaktadir ve veri tabaninin cinsiyet kromozomlarinin degerlendirilmesinde yetersiz
kalabilecegine bir isarettir.

Veri tabanindaki verinin dikkat ¢eken bir 6zelligi de ekzom verisinden kdken
almasina karsin ekzonik varyatlarin veri tabanindaki varyantlarin sadece %39,41’ini
olusturmasidir. Bu durumun temel sebebi ekzom dizilemesi igin tasarlanan sistemlerin
ekzonlarin 5’ ucu ve 3’ ucundaki intronik/genler arasi bolgeleri icermesidir. Bu gen
bolgelerinin ekzonik bélgelerden daha fazla varyant icermesinin birkag sebebi olabilir:

1) intronik bélgelerdeki varyantlarin zarar verici etkisi, protein kodlamasina
dogrudan katilan ekzonik boélgelere gére daha az oldugu icin bu bolgedeki varyantlar
daha tolere edilebilir ve daha ¢ok sayida olmaktadir;

2) intronik bolgeler, dizilenen genetik bolgelerin ug bolgelerine denk gelmekte ve
bu bolgelerde okuma hatalari daha sik olabilmektedir [tek yonli okuma (intronik:
%18,65; ekzonik: %15,83); GenotipzGozlenen hatasi (intronik: %1,26; ekzonik: %0,40);
Phred Kalite Puani<30 (intronik: %20,66; ekzonik: %17,90)]; 3). intronik bélgeler daha cok
homopolimer dizileri icermektedir intronik: %25,19; ekzonik: %16,55). Bu da hatal
okuma oranlarini artirmaktadir.

Veri tabaninin bagka bir dnemli 6zelligi de veri tabaninda akraba evliligi yapmis
ebeveynlere sahip bireylerin sik gorilmesidir (27/67). Bu durum, homozigot varyant
sayisini artirarak homozigot varyantlarin filtrelenmesinde diger uluslararasi veri
tabanlarinda gorilmeyen 6nemli bir katki saglayabilir. Duruma tersten bakildiginda ise
homozigot varyant orani bir bireyin ebeveynleri arasindaki akrabalik durumu hakkinda
fikir ylriGtmek icin kullanilabilir. Buna gore, bireylerin aile hikayesinde ebeveynleri
arasinda akrabalik rapor etmemesine karsin, Sekil 4.4’de “akrabalik yok” grubundaki
homozigot varyant orani en yliksek olan lg¢ bireyde ebeveynler arasinda akrabalik

siphesi olusmaktadir. Bu bireylere geri donilip akrabaligin yeniden sorgulanmasinin
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gerekliligi bu veri tabaninda toplanan ekzom verisinin bu agidan analizi ile ortaya
cikabilecek bir ongoridir, ve bireylerin tekrar degerlendirilmesi icin ipucu olabilir.

Web arayiizi kullanilarak yapilan denemelerde “HU VariantsDB”de yer alan doért
bireyin ekzom verieri analiz edildiginde bu bireylerde belirlenen analiz kriterlerine gore
hastaliktan sorumlu varyantlarin kacirilmadigr goralmustur. Siki/Orta filtre grubuna
disen varyantlar, Homozigot/Heterozigot/Bilesik Heterozigot filtreleme grubuna disen
filtreleme secenekleri, homopolimer bolgelerinin icinde/komsulugunda varyantlarin
elenmesi durumu ve hatta bir bireyde birden fazla patojenik varyant bulunmasi gibi
cesitli durumlarda filtreleme semalari basari ile patojenik varyantlari kapsamistir. Burada
sunulan yontem ile 3-71 varyant bulunduran listeler igerisinde bu patojenik varyantlarin
yer almasi eleme filtrelerinin yaklasik 1:1000 varyanthk elemeyi yanhs negatif sonuca yol
acmadan saglayabildigini 6rneklemistir. Bu filtrelemeleri saglayan filtreleme semasi, {i¢
grup aractan faydalanmaktadir: 1) Nadir olmayan varyantlarin elenmesi, 2) Kalitim
modeline gore eleme saglanmasi, 3) Hatali varyantlarin tespiti ve elenmesi.

Nadir olmayan varyantlarin saptanmasi bir varyantin MAF degeri ile mimkiin
olmaktadir. Veri tabani gesitli global veri tabanlarindaki MAF degerlerini lon Reporter
yazilimi araciligi ile olusturulan .tsv dosyasindan almakta; ancak kendisi de li¢ adet MAF
olusturmaktadir. Bunlardan ikisi, 1000 Genom projesinden elde edilen MAF’larin Ozeti
niteliginde olan MinMAF ve MaxMAF degerleridir. Varyant filtremenin aslinda higbir
toplumda sik olmayan varyantlari segmesi icin MaxMAF degerini kullanarak filtreleme ile
her durumda basarili olmasi beklenmektedir; ancak yapilan ve sunulan denemelerde iki
senaryoda bunun basarisiz oldugu goérilmustir (Tablo 4.5 ve Tablo 4.7). Bu durumlardan
birinde lon Reporter'in aslinda bulunan varyant ile ayni pozisyonda goriilen fakat farkl
bir varyant icin atfetmesi durumu; digerinde ise bir popilasyonda sikhgl 0,01’'in hafif
Gzerinde olan bir varyantin elenmesi durumu vardir. Bu nedenle, olusturulan MinMAF
filtresi, final varyant listelerinde ¢ok sayida varyant gorilmesine sebep olsa da bazen

patojenik varyantlarin kacirilmasina engel oldugu icin mutlaka dikkate alinmalidir.
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Veri tabaninda olusturulan diger bir filtre ise HUMAF tir. Bu filtre veri tabaninin
kendi verisinden Urettigi MAF degeri olup Tirkiye'ye 6zgldir ve diinya i¢in nadir
olabilecek; ancak Tirkiye’de sik bulunabilen varyantlari da igerir. Eleme semalarinda en
cok varyant elemesi saglayan basamagin bu basamak olmasi (homozigot varyantlarda
%88,43-%99,28; heterozigot varyantlarda %38,39-%77,26) global MAF degerlerine gbre
bu filtrenin belirgin bir katki sagladigini gostermektedir. HUMAF, veri tabanindaki birey
sayisi kicliikken; tesadifen bir teshise sahip bireylerde sik gorildiiga, diger teshislerdeki
bireylerde hi¢ gorilmedigi icin filtreleme modlarina atlanan varyantlarin filtrelemesini
kolaylastirirken; veri tabani boyutu blylidikce daha c¢ok varyantin filtrelenmesini
saglayacaktir.

Varyant filtrelemesinde 6nemi blyik olan HUMAF'In hesabi ise zordur. Veri
tabani HUMAF degerini hesaplarken .vcf kaynakli .tsv’deki varyant veisini baz aldigi igin
o varyantin bulundugu lokusa ait varyant bilgisi olmayan bireylerde homozigot referans
dizisi gorildigini varsaymaktadir. Ancak gercekte, o bolgenin vyeterli kalitede
okunamamas! nedeniyle varyant olarak kaydedilmemesi de s6z konusu olabilir. Bu
nedenle, ilgili varyantin oldugu bdlgenin veri tabanina giren tim ekzom verilerinde
yeterli okuma derinligi ve kalitesinde okundugu varsayilmaktadir. Bu durum, aslinda bazi
bireylerde okunamayan cesitli varyantlarin her bireyde okunmus gibi hesaba dabhil
olmasina neden olarak aslinda sik gortilen bir varyantin nadir gibi gériinmesine sebep
olabilir. Bu konuda bir gelistirme saglamanin yolu, bir genomik pozisyondaki varyantin
kac bireyde kaliteli olarak okundugunu hesaplamak ve her HUMAF hesaplamasi icin o
varyanta 0zgl bir payda kullanmaktir. Bu durum, varyant olsun olmasin tiim okuma
verilerini iceren .bam dosyalarindan yola cikarak bir hesaplama yapilmasini gerektirir ki,
bu hem hesaplama siirecini uzatan hem de .bam verilerine ihtiya¢ dogurdugu icin bu
calismanin kapsami disina tasan bir durumdur. Gelecekte, her ekzom analizine 6zgli .bam
dosyalari ile bu veri tabaninin olusturulmasi/desteklenmesi HUMAF hesaplarinin daha

dogru yapilmasini saglayacaktir.
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Bu galismada kalitim modeline gore filtreleme igin Ug farkli mod sunulmustur:
Homozigot, Heterozigot ve Bilesik heterozigot. Bu filtreleme modlari o bireydeki
varyantlarin zigositesini dikkate almanin yaninda veri tabaninda farkh teshisteki
bireylerde ayni varyantin kalitim modeli ile uygun zigositede gériinlip gérinmemesini de
dikkate almaktadir. Bu filtreleme stratejileri acisindan 6nemli, GATK gibi diger filtreleme
programlarinda olmayan bir yeniliktir ve ek varyant elemesi saglamaktadir (106). Ancak
bu modlarin kullanilmasinda, yanlis negatif sonuclara sebep olabilecek ve dikkat
gerektiren bir durum vardir. Veri tabanindaki bireylerin yanhs bir teshis ile kaydedilmis
olmalaridir. Bu durumda veri tabaninda bireyin gergek teshisi ile uyan ve ayni patojenik
varyanta sahip bir birey varsa o patojenik varyant elenecektir. Ozellikle veri tabani
blyldikce bu sorun yaratabilecek bir durumdur. Bunun ¢6ziimi olarak, ayni teshisin
farkl teghisteki bireylerde goriilmesi igin kullanicinin belirleyecegi bir tolerans
saglanabilir. Ornegin, diger teshislerden 1 bireyde ayni varyantin bulunmasina izin
verildiginde veri tabanina yanlis teshis konulmus 1 birey bulunmasi yanlis negatif sonuca
neden olmayacaktir.

Filtreleme modlarindan, bilesik heterozigot modu resesif hastaliklarda
gorilebilen bilesik heterozigot varyantlari aramak icin tasarlanmistir. Bu filtreleme modu
diger filtreleme parametrelerinden hem 6nce hem sonra ¢alisarak filtreleme yaptigi icin
diger filtreleme parametrelerinde elenen; ama ayni gende bulunan varyantlarin bir daha
elemesini saglamaktadir. Ornegin, bir gene ait li¢ heterozigot varyant varsa ve bunlardan
ikisi MinMAF filtresi ile eleniyorsa geriye kalan bir varyant artik bilesik heterozigot
durumda bulunmadigi icin ikinci filtreleme ile tekrar elenmektedir. Bilesik Heterozigot
mod, mevcut durumu ile ayni genomik pozisyona denk gelen 2 farkh varyanti oyle
olmasina karsin bilesik heterozigot olarak degerlendirmemektedir. Bu sorun, ¢ok nadir
karsilasilabilecek bir durum olmasi nedeniyle henliz bir ¢éziime gidilmemistir; ancak
gelecekte ihtiyac duyulursa bireylerin varyantlarini  veri tabanina eklerken
olusturulabilecek ekstra basamaklarla oniine gecilebilir. Bilesik heterozigot modunun

avantaji bu durumun distinildigu bireylerde gevsek modda bile heterozigot varyantlar
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arasinda %56,99-%81,91'lik bir eleme saglamasi ile ortaya c¢ikmaktadir. Bilesik
heterozigot modunun dezavataji ise, saptadigl varyantlarin cis veya trans oldugunu
ongdérememesidir. Bunun i¢in ebeveyn-cocuk calismalari gerekmektedir.

Tez kapsaminda hatali varyantlarin tespiti ve elenmesi icin filtreleme secenegi
Uretmek Uzere iki farkh yontem izlenmstir. Birinci yontemde, lon Reporter'in kendi
sundugu anotasyon parametreleri lzerinden filtreleme segenegi saglanmistir. Bu
yontemle okuma derinligi, Phred Kalite Puani, tek/cift yon okuma ve MinHomopolimer
filtreleri olusturulmus, okuma derinligi ve Phred Kalite Puani dogrudan lon Reporter'dan
alinirken MinHomopolimer ve tek/cift yon okuma filtreleri lon Reporter'dan
hesaplanmustir. ikinci hatali varyant filtreleme y&ntemi olarak, lon Reporter yazihminin
sunmadigl, hatta lon Reporter'in sebep oldugu hatalarin saptanmasina ve bu hatalarin
elenmesine ¢aba sarf edilmistir. Bu hatalardan Genotip#Go6zlenen hatasi, bir varyant igin
“Genotype” ve “Observed” alanlarini farkl metodlarla belirleyen lon Reporter yaziliminin
bir hatasidir ve daha ¢gok homopolimer bélgelerindeki indelleri isaret etmektedir. Bu hata
disinda iki ¢esit daha hata saptanmistir: 1) “Homopolimer yakini missense polimorfizm”
(Sekil 5.1), 2) “Ayni varyantin farkli isimlendirilmesi” (Sekil 5.2). Bu hatalarin ¢6zimi igin
sadece .tsv verisinden kaynak alacak bir yontem mevcut olmayip ya o bdélgenin genomik
dizisinin incelenmesi ile hatanin 6ngoérilmesi ya da .bam dosyasindan okuma hizalamasi
ve .vcf dosyasindan varyant anotasyonunun bastan yapilmasi gerekmektedir. Bu sekilde,
beklenmedik sistematik hatalarla karsilasilmasi lon Reporter'in baska sistematik hatalar
da yapabilecegini diislindirmekle beraber bu calisma kapsaminda baska bir hata tiiri ile

karsilasilmamistir.
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“Homopolimer yakini missense polimorfizm” hatasli. lon Reporter
tarafindan 3149 nolu bireyde FBLIM1:c.571_572insT olarak anote edilen
varyant, yukaridaki gibi .bam dosyasi IGV (Integrated Genomics Viewer)
programiile incelendiginde 2 niikleotid uzagindaki c.573C>T polimorfizmi
ve bu polimorfizmi igine alan 5bp uzunlugundaki homopolimer bolgesinin
yanlis konumlandirilmasindan kaynaklanmaktadir. Bu hata, homopolimer
bolgesine dogrudan komsu olmadigi icin MinHomopolimer filtresi ile
filtrelenmemektedir. Bu tiirden hatalar orta homozigot filtrelemede her
bireye ait ekzom versinde birkag kez tekrarlanmaktadir.

C T T T C T T a A T C C a A

“Ayni varyantin farkl isimlendirilmesi” hatasi. lon Reporter tarafindan
TEX11:c.2566-3AT>TC olarak anote edilen varyant icin 3010 nolu bireyde
referans degiskeni “TAT”; “gozlenen” degiskeni “TGA” olarak
kaydedilmistir. Yukaridaki gibi .bam dosyasi IGV programi ile
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incelendiginde ayni varyant olarak baska bir bireylerde de goériinen bu
varyant icin tim diger bireylerde referans degiskeni “AT”; “g6zlenen”
degiskeni “GA” olarak kaydedilmistir. Bu nedenle 3010 nolu bireyde bu
varyant isimlendirme hatasi nedeni ile gok nadir bir varyant gibi goriinen
aslinda yaygin bir varyanttir.

Olusturulan yazilim paketleri, 67 ekzom verisi ile etkin bir filtreleme saglasa dahi
veri tabanin genislemesi hem 0zglin popilasyon verisinin artmasi hem de ayni
laboratuvardan kaynaklanan sistematik hatalarin veri tabaninda yer bulmasi ile
filtrelemeleri daha etkin kilacaktir. Bu amagla uygulanabilecek bir yontem de baska
kaynaklardan elde edilen (6rn: illumina) ekzom verilerinin veri tabanina yiiklenmesidir.
Bu sekilde veri tabaninin genisleme hizi artirilabilir.

Ote yandan, veri tabanina yeni ekzom verisi kayd, veri tabani icin giderek uzayan
sirelerde gerceklesmektedir. Mevcut performansta en uygun polinoma goére veri
tabanina kayit siiresi ekponansiyel olarak artmaktadir. Bu siirenin degisim hizi ekzom
verisi arttikca yavaslayabilir; ancak 100. ekzom verisinin veri tabanina yiklenmesi igin
bile oOngorilen slre 6:53 saattir. Bunun oOnlenmesi acisindan tez kapsaminda
tamamlanmamis olmakla birlikte HUMAF hesaplamalarinin veri aktarimi sirasinda arka
yuz kodlamasi ile degil aktarim bittikten sonra bir stored procedure ile gerceklesmesi
saglanmalidir. Bu sayede, milyonlarca varyant bilgisine ait HUMAF degeri ortalama
nitelikli bir veri tabani izerinde bile 40-60 saniye lizerinde hesaplanacaktir. Boylece, bir
hastada bulunan ortalama 51.255 varyant veri tabanina 36 dakikada (veri tabanina ilk
kez aktarilan hastaya ait varyantin aktarilma siiresi ve stored procedure ile HUMAF hesabi
suresi toplami) aktariimasinin mimkin olacagi 6ngoérilmektedir.

Veri tabanina bazi 6zelliklerin eklenmesi, daha da farkli analiz seceneklerinin
kapisini aralayacaktir. Onemli olabilecek eklemelerden birisi popiilasyon genetigi
analizleri icin daha kapsamli bilgi sunacak olan bireylere ait cinsiyet, akrabalik iliskileri,
dogum yeri gibi bazi 6zelliklerin veri tabanina eklenmesidir. Bir diger durum ise, ebeveyn
verisinden faydalanarak analizlerin genisletilmesidir. Trio ekzom verisinin bulundugu

durumlarda kalitim semasinin daha etkin kullanimi ve de novo varyantlarin tespiti igin
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trio analiz segcenegi eklenebilir. Bu varyant filtrelenmesini kolaylastiracak aday patojenik
varyant sayisini azaltacaktir. Olusturulan veri tabani mevcut durumda aday varyantlar
icin OMIM, ExAC ve GeneCards veri tabanlarina baglanti olanagi sunmasi ile kullanim
kolayhgi da saglamaktadir. Bu veri tabanlarinin sayisi arttirilabilir (107).

Bu veri tabaninin nihai amaci verilerin ilgili arastirmacilarin erisimine agilmasidir;
bu amagla Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Genetik Anabilim Dal’’ndaki
kullanicilar olusturulan veri tabani ve yazilimlar kullanmislar, test etmisler ve
geribildirimlerini sunmuslardir. Béylece, veri tabaninin olusturulmasi, arka yiiz ve 6n yiz
mimarileri, yazilimin hedef kullanicisi olan insan genetigi ile ilgilenen arastirmacilarin
kullanim kolayliklari gbzetilerek tasarlanmistir.

Veri tabaninin arastirmacilara agilmasinda veri glvenligi de énemli bir konu
haline gelmektedir. Veri glvenliginin saglanmasi i¢in uygulama tzerinde her ne kadar
SQL injection, XSS (Cross Site Scripting) gibi popller veri calma ataklarina karsi 6nlemler
yazilim gelistirme asamasinda ozellikle dikkate alinmis olsa da, veri tabanina yetkisiz
erisimlerin network agi lizerinden de engellemesi gerekecektir. Bunun icin gerek SQL veri
tabani sunucusu (zerinde gerekse uygulama sunucusu lzerinde ataklari Onleyecek
onlemlerin profesyonel bir ag (network) ve bilgi glivenligi ekibi tarafindan saglanmasi ve
idamesi gerekecektir. Ayrica, uygulama intranet disinda yayinlanmaya basladigi andan
itibaren kullanici sayisinda meydana gelecek biyik artis her ne kadar uygulama
gelistirme asamasinda oturum (session) yonetimi ile minimize edilmeye calisiimissa da
ag Uzerindeki trafigin artmasiyla SQL sorgularinin yavaslamasina ya da uygulamanin yanit
verme siresinin dlismesine sebep olacaktir. Bu gibi sorunlarin ¢6ziimu, gerek uygulama
sunucusu gerekse veri tabani sunucusu icin yeni kaynaklar gerektirecektir. Uygulama
sunucusu sayisinin artmasi ve sunucular arasindaki trafigin yonetilmesi icin ise nitelikli
sistem yoneticilerine ve ag ekibine ihtiya¢ duyulacaktir.

Uygulamanin ilerleyen sireclerinde ortaya ¢ikmasi dngortlen bir diger sorun ise
filtre sorgularinin ya da aramalarin yavaslamasi olacaktir. Clnkii her yeni kayit

eklendiginde daha 6nce olusturulan kiimelenmis index yapisi bozulacak, yapilan arama
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sorgulari da bu bozulmayla dogru orantili olarak yavaslayacaktir. Bu ylizden, belirli
periyotlarda veri tabani tizerinde bu indekslerin glincellenmesi gerekecektir (108).

Bu calismada, kurumsal bir veri tabanindan da faydalanarak ekzom verisinden
varyant filtrelemesinin farkli senaryolar icin gesitlendirilmesini, yaziim dili bilmeyen
kisilerce de ekzom filtrelemelerinin yapilabilmesi, sik ekzom dizileme hatalarinin
saptanmasi ve elenmesi icin bir veri tabani ve web arayizi olusturulmustur. Bu sistem,
Hacettepe Universitesi biinyesinde olusturulmus olup gelismeye, daha ¢ok bireye ait
ekzom verisi dahil etmeye uygun sekilde tasarlanmistir. Bu sekilde, blylyerek
arastiricilarin  ekzom verilerinin analizlerini kolaylastirmasi, hizlandirmasi ve ayni

zamanda bir poplilasyon veri tabani haline gelmesi hedeflenmistir.
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6. SONUC VE ONERILER

Tez kapsaminda kurumsal ekzom verilerinin analizlerine yonelik kulanici dostu 6zgiin
bir veri tabani, “HU VariantsDB” ve varyant filtrelemesine yonelik bir web arayizi

olusturulmustur.
Farkh kalitim kaliplari varsayimlari Gizerinden veri filtreleme olanakli hale gelmistir.

Kurumesal veri filtreleme agamasi (HUMAF) homozigotlarda %80-90 civarinda varyant
elemesi yapabilirken bu oran heterozigotlar icin %70 civarindadir. Populasyona
yonelik veri eksikligi gz online alindiginda HUMAF filtrelemesi varyant sayisini

azaltmada etkin ¢oziim lretebilmektedir.

Indeks vakalarda birlesik heterozigotlara yonelik kademeli eleme stratejisi

gelistirilmistir.

Olusturulan yazihmlar, lon Reporter yaziimin tanittigi bazi hatalan tespit

edebilmekte ve etkin filtreleme yapabilmektedir.

Varyant havuzunun genisletilmesi ve farkl alt yapilardan (lllumina) elde edilen
verinin veri tabanina yuklenmesi programin filtreleme kapasitesini artiracaktir.

Olusturulan program, buna uyumlu olarak hazirlanmigtir.

Veri tabanina her yeni bireyin eklenmesi islem sliresini artirmaktadir. Bunun 6niine
gecebilmek icin HUMAF hesaplamalarinin veri aktarimi sirasinda arka yiiz kodlamasi

ile degil aktarim bittikten sonra bir stored procedure ile gerceklesmesi saglanmalidir.

Bu veri tabaninin nihai amaci verilerin ilgili arastirmacilarin erisimine acgilmasidir.
Hacettepe Universitesi biinyesinde olusturulmus olan bu sistem genisletilmeye acik
olarak planlanmistir. Bu asama icin veri glivenligi, veri tabani glincellemeleri ve ag

trafigi yonetimi igin gereklilikler géz 6ntine alinmaldir.
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EK-3: MS-SQL Management Studio lizerinden csv dosyas! aktarimi

= @R new Database..

=

= = = = = = 2

H

Databa
Tables

Sysi

File

Excte

Gra
EH dbc
R dbe
B dbc
R dbe
ER dbc
R dbe
ER dbc
R dbc
ER dbc
R dbe

New Query
Script Database as

Tasks

Policies
Facets

Start PowerShell

Reports

Rename

Delete

Refresh

Properties

B dbo.HumanPhenotypeOntology
B dbo.lslemLog

BR dbo.Locus

BR dbo.LocusGene

B dbo.LocusGenotypeDistinct
B dbo.MAFExac

B dbo.MAFMaxPLG

B dbo.MAFPLG

B8 dbo.Person

R dbo.PersonDiagnosis

FH dbo.PersonLocusGenotvoe

7
39
4
42

43

45

37
37
37
37
37
37
37
37

Bring Online
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Stretch

Encrypt Columns...

Classify Data...
Vulnerability Assessment

Shrink

Back Up...
Restore

Mirror...
Launch Database Mirroring Monitor...
Ship Transaction Logs...

Generate Scripts...
Generate In-Memory OLTP Migration Checklists

Extract Data-tier Application...

Deploy Database to Microsoft Azure SQL Database...

Export Data-tier Application...
Register as Data-tier Application...
Upgrade Data-tier Application...
Delete Data-tier Application...

Import Flat File...

Reporter
Reporter
Reporter
Reporter
Reporter
Reporter
Reporter
Reporter
Reporter
Reporter
Reporter

Renarter



102

EK-4: “tmpGrch38” tablosundan gen ile iliskili tablolara aktarim yapan T-SQL sorgulari

S6z konusu sorgular asagida “aktaran tablo -> aktarim yapilan tablo” seklinde

belirtilmistir, glincelleme sorgularinda ise tek bir alan ismi belirtilmistir:

tmpGrch38 -> GeneType:

GeneTypd(GeneTypel)

trim(Gene Type) tmpGenesFromEnsemble Gene type

tmpGrch38 -> GODomain:

GODomain (GODomain)
trim(GO_ domain) tmpGenesFromEnsemble trim(GO_domain)

GODomainID (Glincelleme):

[tmpGrch38]
[tmpGrch38].G0DomainID
[tmpGrch38] grch38

GODomain god

tmpGrch38 -> GeneOntology:

GeneOntology(GOTermDefinition, GOAccessID, GOAccessIDNumeric, GOTermName, GoDomainID)
Trim(SUBSTRING(go_term_definition, 1, CHARINDEX('"", go_term definition) - 1)),
Trim(GO_term_accession),
Trim(SUBSTRING(GO term_accession, CHARINDEX(':', GO_term accession) 1, LEN(GO term_accession))) [Second],
im(GO_term_name),
ainlD

mpGrch38] tmp go_term_definition go_term_definition,GO_term_accession,GO_term_name,GODomain
tmpGrech38] t T definiti t definiti GO_t i GO_t GOD:x inID
GO_term_accession
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GeneType (Glncelleme):

tmpGrch38

hmpGPch38 tmp
GeneT

tmpGrch38 -> Gene:

Gene (GeneName, - Chromosome, Strand, GeneTypeID, - Grch37Start,Grech37End)

Trim(gene_name),
Chromosome_scaffold name
X =
oy
"MT" 25
Chromosome_scaffold name

Strand
1
Strand

GeneTypelD
,Gene start bp
,Gene end bp
tmpGenesFromEnsemble Gene_name,Chromosome_scaffold name,
Strand, GeneTypelD,Gene_start bp ,Gene end bp_

COUNT(*)-1
Gene_name
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EK-5: “GetVariants” isimli fonksiyona c¢agri yapan kod blogu

Kullanicinin sectigi parametreye gore filtre ile ilgili “stored procedure” sonucu

donen varyantlari ¢agiran fonksiyon:

maxMaf = Convert.ToDouble(filters.Where(w => w.ID == "MaxMAF™).Select(s => s.Value).FirstOrDefault());
var sgl = "get" + variantFilter + "VariantsMaxMaf";

using (var connection = new SglConnection(connStr)})

{

connection.Open();

// commandType: CommandType.StoredProcedure

return connection.Query<PersonLocusDetaillistViewModel»>(sqgl,

new { PersonID = personlD, DiagnosisID = diagnosisID, MaxMAF = maxMaf },

commandType: CommandType.StoredProcedure, commandTimeout: 8).AsQueryable().ToPagedList(currentPage, pageSize, null);
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