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ONSOZ

Bu tez ¢calismasinda DNA dizileme islemi sirasinda olusan hatalar1 giderip daha dogru
dizilimi elde etmek i¢in yeni nesil cihazlarda kullanilabilecek yeni bir hata diizeltme
algoritmas1 &nerilmistir. Onerilen algoritma ile genetik bozukluklara yol agan DNA
mutasyonlarinin, mikrobiyal hastaliklara sebebiyet veren yeni mikroorganizma tespitinin ve
biyokimyasal alanlardaki diger sorulara ¢oziim bulma yolunda daha dogru sonuca
ulagilmasina yardim edilmesi amaglanmaktadir. Bu ¢aligmanin biyoinformatik alanina katk1
saglamasi ve yeni ¢alismalara 151k tutmasi beklenmektedir.

Bu ¢aligmanin gergeklestirilmesinde, bilgi ve tecriibesini benimle paylasan, rehberligi
ve talimatlariyla sadece destekleyici degil ayni zamanda cesaret verici olan, ¢aligma boyunca
beni motive eden degerli danisman hocam Dr. Ogr. Uyesi Ibrahim SAVRAN a siikranlarmmi
sunmay1 bir bor¢ bilirim. Calisma boyunca benden bir an olsun sevgi, ilgi ve degerli
bilgilerini esirgemeyen, karsilastigim tim zorluklari benimle gogiisleyen yol arkadasim,
meslektasim, esim Sefa ARAS’a ve hayatimin tiim evresinde benimle olan her tiirlii destek,

sevgi ve sefkatlerini eksik etmeyen aileme sonsuz tesekkiir ederim.

Elif ARAS
Trabzon 2018
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Yiksek Lisans

OZET
GENETIK DIZILERDEKI HATALARI DUZELTMEK ICIN YENI BIR YAKLASIM
Elif ARAS

Karadeniz Teknik Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Bilgisayar Miihendisligi Anabilim Dali
Danisman: Dr. Ogr. Uyesi Ibrahim SAVRAN
2018, 80 Sayfa

Genetik, genom bilgisini 6grenip canlilarin tiim yap1 ve aktivitelerini incelemeyi hedefleyen
bir bilimdir. Bu amagla 20.yy basindan giiniimiize kadar canlilarin genom dizilerinin elde edilmesine
calisilmaktadir. DNA dizilimi; adli tip, mikrobiyoloji, tibb1 tan1 koyma, genetik hastaliklarin tespiti
ve biyokimyasal alanindaki problemlere ¢oziim bulmak igin kullanilmaktadir. DNA dizileme
calismalarina, geleneksel dizileme yontemleriyle baglanmis olup, bu yontemler diisiik hatali dizilim
elde etse de uzun siirede ve yiiksek maliyette kisa pargalart dizilemeye daha uygundur. Bu
yontemlerin dezavantajlarini gidermek amaciyla kisa siirede ve diisiik maliyette tiim genom bilgisini
elde edebilecek yeni nesil dizileme yontemleri gelistirilmistir. Ancak yeni nesil dizileme
yontemlerinin hata oranlar1 geleneksel yontemlere gore fazladir. Bu problemi ¢6zmek amaciyla, bu
calismada yeni nesil dizileme yontemleriyle elde edilen genom bilgisindeki okuma hatalarini tespit
edip diizeltecek yeni bir algoritma Snerilmistir. Onerilen algoritmada k-mer yaklasim kullanilarak
okunan sekanslar gruplandirilmistir. Ayn1 bélgeyi temsil eden sekanslarda ¢ogunluk oylamasi
yapilarak, hatali niikleotidler dogru niikleotidlerle degistirilerek sekanslar giincellenmektedir.
Onerilen hata diizeltme algoritmas1 farkli veri setleri iizerinde test edilmis olup mevcut hata diizeltme
algoritmalarina ¢ok yakin veya daha iyi sonuglar elde ettigi gozlemlenmistir. Onerilen algoritmanin
duyarlilik degeri [97,00-98,18] ozgiillik degeri ise [99,62-99,88] araliginda bulunmaktadir.
Literatiirdeki mevcut algoritmalarda duyarlilik degeri [96,60-99,99], 6zgiillik degeri ise [48,81-
100,00] araliginda degismektedir.

Anahtar Kelimeler: DNA dizileme, Biyoinformatik, Yeni nesil dizileme, Hata diizeltme, K-mer
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Master Thesis

SUMMARY

A NEW APPROACH TO CORRECT ERRORS IN THE GENETIC SEQUENCE
Elif ARAS

Karadeniz Technical University
The Graduate School of Natural and Applied Sciences
Computer Engineering Graduate Program
Supervisor: Asst. Prof. Dr. Ibrahim SAVRAN
2018, 80 Pages

Genetics is a science that aims to learn the genome knowledge and study all structures and
activities of living things. For this purpose, genome sequences of living beings have been studied
from the beginning of the 20th century to the present. DNA sequencing; forensic medicine,
microbiology, medical diagnosis, detection of genetic diseases and biochemical problems are used
to find solutions. DNA sequencing studies have begun with traditional sequencing methods, and
these methods are more suitable for sequencing short fragments in a long time and at high cost, even
if they are misregulated. In order to eliminate the disadvantages of these methods, next generation
sequencing methods have been developed which can obtain whole genome information in a short
time and at low cost. However, the error rates of the next generation sequencing methods are higher
than the traditional methods. In order to solve this problem, a new algorithm has been proposed to
detect and correct the reading errors in genome information obtained by next generation sequencing
methods in this study. In the proposed algorithm, the sequences read using the k-mer approach are
grouped. In the sequences representing the same region, the majority of the sequences are performed
and the sequences are updated by replacing the faulty nucleotides with the correct nucleotides. The
proposed error correction algorithm has been tested on different datasets and it has been observed
that it provides very close or better results to existing error correction algorithms. The sensitivity
value of the proposed algorithm is [97,00-98,18] and the specificity is in the range of [99,62-99,88].
In the current algorithms in the literature, the sensitivity value is [96,60-99,99] and the specificity is
in the range [48,81-100,00].

Key Words: DNA sequencing, Bioinformatics, Next generation sequencing, Error correction,
K-mer
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1. GENEL BIiLGILER

1.1. Giris

Genetik alanda yapilan g¢aligmalarin temeli 1866 yilinda genetigin babasi olarak
adlandirillan Gregor Mendel’in bezelye bitkisi iizerinde gercgeklestirdigi melezleme
deneyleriyle baglamistir [1]. Bu deneylerde, uzun ve kisa boylu bezelye bitkilerinin
doéllenmeleri sonucunda elde edilen yeni bireyler incelendiginde atadan gocuga aktarilan
ozelliklerde kalitim tespit edilmistir. Ayrica gergeklestirilen deneyler sirasinda gliniimiizde
kullanilan baslica terimlerin temeli atilmistir [2]. Ornegin Gregor Mendel tarafindan faktor
olarak adlandirilan boy, renk bilgisi gliiniimiizde “gen” olarak adlandirilmaktadir [3]. Sonraki
calismalar hiicre boliinmesi ve yapist lizerine yogunlasarak modern genetigin temelleri
atilmastir.

1869 yilinda Friedrich Miescher tarafindan hiicrelerin ¢ekirdeklerinde gilintimiizde
“niikleik asit” olarak adlandirilan asidik 6zellikli yeni maddeler kesfedilmistir [2].

1944 yilinda Oswald Avery yaptig1 ¢alismalarla kalitsal bilginin DNA (Deoksiribo
Niikleik Asit) ile birlikte tagindigi ortaya atilmistir [4]. Boylece DNA nin pargast olan gen
terimi de anlam kazanmistir. Watson ve Crick’in 1953 yilinda DNA’nin ¢ift sarmal yapida
oldugu bilgisini kesfedip ilan etmeleriyle birlikte niikleik asitlerin bulunmasi daha da anlam
kazanarak DNA dizilim sisteminin temel yapis1 bulunmustur [5].

1965 yilinda Robert Holley 74 niikleotidden olusan tRNA molekiiliiniin dizilimini
bularak analiz etmistir [6]. Bu asamadan sonra bilim insanlari, DNA analizini daha kolay
yapabilmek icin yeni DNA analiz yontemleri kesfetmeye calismiglardir. Ciinkii dogru DNA
analiziyle birlikte genetik koda ulagilarak genetik hastalik tespiti, ilaglarin icadi, kimlik
tespiti gibi problemlere ¢6zlim tiretilmesi amaglanmaktadir.

1977 de Allan Maxam, Wilter Gilbert ve Frederizck Sanger tarafindan DNA dizilme
yontemleri kesfedilmistir [7, 8]. Maxam ve Gilbert birinci nesil DNA dizileme y6ntemi
olarak adlandirilan kimyasal kirilma yontemini, Sanger ve arkadaslari ise birinci yonteme
paralel olarak daha uzun DNA pargalarinin dizilimini saglayan zincir sonlandirma yontemini
gelistirmistir [7]. Sanger yontemi daha az kimyasal ve radyoaktivite gerektirdigi icin daha
yaygin olarak kullanilmaktadir [8]. Sanger dizileme yontemi, yeni nesil dizileme (YND)

tekniklerinin ortaya ¢cikmasina kadar en yaygin kullanilan yontem olarak bilinmektedir.



YND tekniklerinde, teknolojiyle birlikte dizileme iglemi i¢in iiretilen yeni cihazlar ve
gelistirilen yazilimlarla birlikte uzun DNA pargalarinin depolanmasi ve analiz edilmesi
kolaylagsmistir. 1990 yilinda uluslararasi igbirligi ve bir¢ok 6zel firmanin katkilariyla insan
DNA dizilimini bulmak, genetik haritay1 ¢ikarmak i¢in “insan genom projesi” baslatilmigtir
[9]. 2001 yilinda insan genom bilgisinin %96’smin elde edildigi ilan edilmistir [9]. Buna
gore; insan DNA diziliminin yaklasik olarak {i¢ milyar niikleotidden olustugu sonucuna
vartlmaktadir [9]. Bu bilgiler 1s18inda bir yandan eksik DNA bilgisi tamamlanmaya
calisilirken bir yandan da elde edilen uzun verilerin analiz edilmesi problemine ¢6zim
arayis1 incelenmektedir. Ciinkii geleneksel Sanger yontemiyle elde edilen biiyiik verileri
dizinleyip analiz etmek ¢ok uzun zaman almakta ve veriyi islemekte yetersiz bulunmaktadir.

Gelistirilen yeni yontemler literatiirde YND yontemleri olarak gegmektedir [8-12].

1.2. Calismanin Amaci ve Onemi

Gelistirilen YND yontemleriyle daha hizli, giivenilir ve istikrarh calismasinin yani sira
DNA diziliminin saklanmasi ve elde edilen sonuglarin analiz edilmesi icin cihazlar
gelistirilmektedir. Gelistirilen cihazlarla DNA parcalarinin ¢ok daha kisa stirede dizilimleri
elde edilip analiz islemi gergeklestirilmektedir. Bunun yaninda bu cihazlarda DNA dizilimi
elde edilirken rastgele yerlerde niikleotidler yanlis, eksik veya fazla okunmaktadir.

Bu calismada YND teknikleri kullanilan analiz cihazlarindaki hatali okumalari
gidermek icin yeni bir algoritma onerilmistir. Onerilen hata diizeltme algoritmasinin islem
adimlar su sekildedir:

1. Analiz edilecek verinin elde edilmesi

2. En kiiciik benzersiz alt dizi olan k-mer’in uzunlugunun tespit edilmesi

3. DNA diziliminin sekanslara ayrilmasi

4. Belirlenen k-mer uzunlugunca olusturulan alt dizinin sekaslarda aranip, k-mer sekans
grubunun olusturulmasi

5. Sekans grubu lizerinde hata tespit ve diizeltme isleminin gerceklestirilmesi
Bu ¢aligma kapsaminda, geleneksel dizileme yontemlerine gore hizli calisan fakat

daha hatali sonuglar iireten YND cihazlarinin hatalarin1 gidermek icin yeni bir algoritma

onerilmektedir.



1.3. Temel Kavramlar

1.3.1. DNA

DNA, hiicrelerdeki tiim canlilik faaliyetlerinin yonetiminde 6nemli bir rol oynayan ve
kalitimi saglayan molekiiller toplulugu olarak tanimlanmaktadir. Ayrica DNA’lar
proteinlerin de kalitsal bilgilerini tasidig1 i¢in protein ve enzim sentezini yonetmektedir. Bu
sekilde biyokimyasal kontrolii de saglamaktadir. DNA niikleotid adli molekiillerden,
niikleotidler ise fosfat, seker ve azot gruplarindan olusmaktadir (Sekil 1.1).

5
Karbonlu
Seker

Organik Baz

Sekil 1.1. DNA’nin molekiiler yapisi

5 karbonlu seker ile azotun glikozit bag ile baglanmasiyla olusan yapiya niikleozit,
ester bagiyla 5 karbonlu sekere fosfat grubunun baglanmasiyla olusan yapiya ise niikleotid
denilmektedir. Niikleotidlerin igerisindeki Adenin (A), Timin (T), Guanin (G) ve Sitozin (C)
olmak iizere 4 farkli azot bulunabilmektedir. Bu bazlarin dizilim sekli genetik bilgiyi
belirlemektedir. Organizmanin bireysel Ozelliklerine iliskin bilgileri iceren, DNA’nin
anlamli en kiigiik parcasina ise gen denilmektedir. Sekil 1.2’de gosterilen DNA yapist su
sekildedir:

e DNA cift zincirin sarmal sekilde kivrilmasiyla olusmaktadir.

e DNA molekiilleri niikleotidlerdeki bazlar arasinda zayif hidrojen baglarinin
kurulmasiyla olugsmaktadir.

e Bazlar arasi bag kurulurken her zaman Adenin - Timin ve Guanin - Sitozin karsilikli

olarak eslesmektedir.



e Adenin ve Timin arasinda 2, Guanin ve Sitozin arasinda 3 zayif hidrojen bagiyla bag
kurulmaktadir.

e Bazlar aras1 hidrojen baginin fazla olmas1t DNA’nin daha saglam olmasini ifade eder.
Bu nedenle DNA molekiilleri i¢inde ii¢lii hidrojen bagi ¢ok olan DNA’lar daha
saglam kabul edilmektedir.

e Molekiillerdeki toplam Adenin sayisi Timin sayisina, toplam Guanin sayist ise
Sitozin sayisina esittir.

e Toplam piirin (A + G) sayisi piirimidin (T + S) sayisina esittir.

....................

Hidrojen
baglan

Sekil 1.2. DNA molekiiliiniin ¢ift sarmal yapis1 [13]

DNA molekiilii tiim canlilarda ve bazi virlislerde bulunmaktadir. Cekirdekteki DNA
molekiilleri kalitimi, organellerdeki molekiiller ise bulundugu organ hakkindaki bilgiyi
saklamaktadir. DNA’nin kendini esleyerek sahip oldugu kalitsal bilgiyi yeni hiicrelere
aktarmasina DNA replikasyonu denilmektedir. DNA molekiiliiniin sentezinde DNA
polimeraz, parcalanmasinda ise DNAaz enzimi etkili olmaktadir. DNA’daki toplam
niikleotid sayis1 (n) oldugu varsayilirsa DNA’nin niikleotidlerinin pargalanmasi igin (n-2),
tim bilesenlerine (fosfat, seker ve bazlar) kadar parcalanabilmesi igin ise (3n-2) adet su
gerekmektedir. Canlilardaki yapiyr en kiigiik birimden en biiyligiine kadar agiklayacak
olursak siralama; Organik baz, niikleotid, gen, DNA, kromozom, ¢ekirdek, hiicre, doku,

organ, sistem, organizma seklinde olmaktadir.



1.3.2. RNA

RNA bir polimer olup niikleotidlerden olusmaktadir. Her niikleotid azotlu baz, fosfat
ve riboz sekerinden olugmaktadir. RNA’nin canli viicudunda pek ¢ok gérevi bulunmaktadir.
RNA (Ribo Niikleik Asit) 6zellikleri su sekildedir [14]:

e DNA protein sentezinde dogrudan gorev yapmak yerine ilgili bilgileri RNA’ya
aktararak RNA’nin protein sentezini gerceklestirmesini saglamaktadir.

e RNA ¢ekirdek, sitoplazma ve bazi organellerde bulunmaktadir.

e RNA tek niikleotid zincirinden olustugu icin kendini esleyip ¢ogalamamaktadir.

e RNA’nin DNA’dan yapisal olarak farki; deoksiriboz sekeri yerine riboz sekeri ve

Timin baz1 yerine Urasil baz1 tagimasidir.

1.4. DNA Dizileme

DNA pargasindaki bazlarin dizilimini tespit edip hizalamaya DNA dizileme
denilmektedir. DNA analizi ilk olarak, geleneksel yontemler olarak adlandirilan birinci nesil
dizileme yontemleriyle analiz edilmis, genetik yap1 ve kontrol mekanizmalar1 hakkinda
bircok bilgi edinmemizi saglamistir. 2005 yilinda DNA parcalarinin kopyalanarak bu
kopyalar tizerinde tekrarli igslemlerle yiiksek dogruluklu dizileme g¢aligmalar1 yapilmaya
baslanmistir. Bu yontemlerde ikinci nesil DNA dizileme olarak literatiirde yer almaktadir
[7,15].

Birinci ve ikinci nesil dizilemelerde yiiriitiilen ¢alismalarla ¢ok 6nemli sonuglar elde
edilmis olup daha az maliyetle, daha kisa siirede ve daha dogru DNA dizilimi elde etme
caligmalart siirdiiriilmiis olup bu amaca uygun yeni teknikler gelistirilmistir. Bu teknikler de
tiglincii nesil DNA dizileme teknikleri bagligi altinda toplanmaktadir. Bu tekniklerde ikinci
nesil dizileme yontemlerinden farkli olarak, DNA pargasi kati bir yiizeye tutturularak veya
bir kanal boyunca hareketi saglanarak sentezleme asamasinda kullanilan teknolojilerle DNA
dizilimi okunmaktadir. Bu islemlerle DNA pargasinin kopyalar iizerinde tekrarli yapilarak,
onceki tekniklerde karsilasilan sorunlar giderilmistir [7,15]. Gegmisten giliniimiize yaygin
kullanilan DNA dizileme yontemleri su sekildedir:

e Zincir Sonlandirma Y 6ntemi

e Maxam-Gilbert Dizilemesi



e Ay Tiifegi Dizilemesi

e PCR Amplifikasyon

o Kitlesel Paralel Dizileme
e Poloni Dizilemesi

e Solexa Dizilemesi

e 454 Piro Dizilemesi

e Solid Dizilemesi

e DNA Nanotop Dizilemesi

e lyon Yari Iletken Dizilemesi

1.4.1. Zincir Sonlandirma Yontemi

1975 yilinda Frederick Sanger ve Alan Coulson tarafindan gelistirilmistir [17-19].
Sanger dizileme yontemi uzun DNA pargalarmni dizilemek igin kullanilmaktadir. ilk islemde
analizi yapilamayacak kadar biiyilk DNA parcasi daha kiiclik parcalara ayrilmaktadir.
Sonrasinda bu kii¢iik pargalar plazmite kopyalanmaktadir. Kopyalanan plazmitler ayr1 ayri
dizilenmekte ve en sonunda belirlenen analizlerle plazmitler birlestirilerek ilk asamadaki
biiyilk DNA pargasi elde edilmektedir. Bu yontemde gergeklesen islemler genel olarak
asagida maddeler halinde ifade edilmistir:

e DNA’nin hazirlanmasi
e Reaksiyonlarin ger¢eklesmesi
e Yiiksek voltajli jel elektroforezi

Sanger dizileme yonteminde kalip DNA, klonlama islemi i¢in gerekli DNA polimeraz,
tiim baz tiirleri i¢in deoksiniikleotitler (ANTP, dATP, dTTP, dGTP, dCTP) ve zincir
biiylimesini sonlandiracak olan dideoksiniikleotitler (ddNTP, ddATP, ddTTP, ddGTP,
ddCTP) ayr1 ayr 4 farkl reaksiyon ortami i¢in hazirlanmaktadir. Klonlama sirasinda her
niikleotid bir 6ncekinin 3°’OH ucuna eklenerek bag kurulmaktadir. Dideoksiniikleotitlerde
3’OH grubu bulunmadigindan gelen niikleotidle bag kurulamaz ve boylece zincir sonlanmis
olur. Bu klonlama iglemi tiim DNA i¢in uygulanarak farkli uzunluklarda sonlu pargalar elde
edilmektedir. Sekil 1.3’te goriildiigii gibi elde edilen sonlu pargalar da biiyiikliiklerine gore

siralanmaktadir [20].
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Sekil 1.3. Sanger dizileme yonteminde sonlanan pargalarin siralanma islemi [20]

Siralanan niikleotid parcalar1 sonlanan niikleotid tiplerine goére dort gruba
ayrilmaktadir. Ornegin; Adenin ile biten pargalar ddATP grubuna, Guanin ile biten parcalar
ddGTP gruplarina ayrilmaktadir. Ayrica her ddNTP grubu floresan isaretleyici icermektedir.
Bu durum her niikleotidin farkli bir renkle gosterildigini ifade etmektedir. Dizileme islemi
icin her bir grup kendi dNTP reaksiyon karisim tiiplerine eklenmektedir [21].

Sekil 1.4’de dort reaksiyon tiipiinden alinan karisgimlar poliakrilamid jelin {izerine
dokiilmekte ve olusan sira ile okuma islemine baslanmaktadir. Okuma islemi makine
icindeki lazer yardimiyla floresan renklerinin  yogunlugunun algilanmasiyla
gerceklestirilmektedir [21]. Okuma islemi sirasinda esit yogunlukta iki renk algilanmasi
veya higbir renk algilanmamasi gibi durumlar olusabilmektedir. Bu gibi durumlar belirtilen
bolgede silinme, degisim ve eklenme gibi hatalarin veya mutasyonlarin olustugu anlamina
gelmektedir. Bu hatalarin giderilip tam dogru dizilimlerin elde edilmesi ve mutasyonlarin
tam dogrulukla tespit edilmesi ayrica ilgilenilmesi gereken bir problem olarak giiniimiize

kadar gelmistir [22].
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Sekil 1.4. Sanger dizileme yonteminde niikleotid siralama islemi [21]

1.4.2. Maxam-Gilbert Dizilemesi

DNA pargalarinin kimyasallar kullanilarak olusturulmasi yontemine Maxam-Gilbert
dizilemesi denilmektedir. Ilk asamada analiz edilecek DNA parcas1 5°OH ucundan
radyoaktif p32 ile etiketlenerek 4 esit pargaya ayrilmaktadir. Bu pargalar 4 ayri tiipe
konularak, zinciri farkli bazlardan ayiracak olan 4 farkli kimyasal tiipe eklenmektedir. Bu
tiiplerdeki kimyasal kirilma ii¢ agsamayla gerceklesir [23, 24]:

e Baz modifikasyonu

e Degistirilmis bazin sekerden ayrilmasi

e Sekerden DNA ipliginin kirilmasi

Sekil 1.5’te goriildiigli gibi bazi bazlar karisimda birlesik durumda bulunmaktadir.
Bazlan birbirinden ayirmak i¢in ¢esitli kimyasal islemler uygulanmaktadir. Hidrazin ile
bazlarin pirimidinlerden, asit ve dimetil siilfat ile de bazlarin piirinlerden ayrilmasi
saglanmaktadir [25]. Bu islemlerden sonra her tiipte fakli noktalardan kirilmis farkl

uzunlukta DNA pargalar1 elde edilmektedir. Elde edilen parcalar yiiksek ¢oziiniirliikli bir



poliakrilamid jel iizerinde elektroforez uygulanarak gorsellestirilmekte ve diziler
olusturulmaktadir [25].

Sanger zincir sonlandirma yontemi, Maxam-Gilbert dizileme yontemi ile karsilastirildigi
zaman daha kolay yorumlanan ham veriler iiretmekte ve daha yaygin kullanildig: tespit

edilmektedir [27].

5 **PGCTACGTA 3
Aynlma: A+G G C C+T
'-‘:PGCT '-‘:FGCT.-‘&C '-‘:FG _RJFG
PGCTAC “PoeTa **Pae
“PecTAacaT “PacTa
PGCTACG
A+G G C  C+T
T L A
f - T
5 - - G
4 - - C
3 - A
2 - T
1 -_— - C
Swalama Jeli

Sekil 1.5. Maxam-Gilbert dizileme yonteminde bazlarin ayristirilmasi [27]

1.4.3. Av Tiifegi Dizilemesi

Uzun DNA parcalarin1 dizilemek i¢in kullanilan, biiyiik DNA pargasini rastlantisal
olarak kiiglik pargalara-sekanslara ayirarak dizilime yapan yonteme Av Tiifegi (Shotgun)
dizileme denilmektedir [28]. Bu yontemde kiiciik parcalara ayirarak daha hizli ve dogruluk
orani yiiksek dizilime yapilmasi amaglanmaktadir. Ayrilan kiiciik pargalarda iist liste gelen-

ortlisen kisimlara bakilip birlestirme iglemi yapilarak biiyiik dizilim elde edilmektedir



10

(Sekil 1.6). Ortiisen pargalar1 bulmak i¢in bir DNA pargasi belirlenen sayida okunup, ortiisen

parca says1 artirilmaktadir. Ortiisen parga sayisi ile okunan DNA pargasinin dogruluk orani

dogru orantilidir [27].
—» DNA
1.0kuma ]
2.0kuma | ] e et | e ] e
' R b R A A —» Sekanslar
3.0kuma

TR
I

Ortiisen Parcalar

Sekil 1.6. Av Tiifegi dizileme yonteminde ortlisen pargalar [27]

Bu yontem biiyiik verileri depolama ve isleme zorlugunu yaninda getirmektedir.
Ornegin 3 milyar uzunluklu DNA parcas:t 10 kez okunup her okumada 50’lik parcalara
ayrilirsa 600 milyon parga elde edilmektedir. Bu parcalar arasinda kesismeyi bulmak ve
analiz etmek ilkel yontemlerle zor olmaktadir.

Av tiifegi dizileme yontemi genellikle biiyiik olgekli dizileme projelerinde tercih
edilmektedir. DNA pargalarindaki Ortiisen parga sayisini artirmak igin tekrarlanan okuma
islemiyle saglanan yedekleme, giivenilir sekans kalitesi saglamaktadir [27]. Bu yontemin
uygulanmasi igin performansi yiiksek bilgisayarlar ve gesitli programlar gerekmektedir. Av
tiifegi fazindan sonra kalan bosluklari doldurmak i¢in primer yiiriime yontemi ile siralama
genellikle alt klonlar veya bosluklar1 dolduran PCR iiriinleri tizerinde gerceklestirilmektedir
[29].
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1.4.4. PCR Amplifikasyon

PCR Amplifikasyon yontemi, 1983 yilinda ABD’deki Cetus sirketi ¢alisanlarindan
Kary Mullis ve arkadaslar1 tarafinda gelistirilmistir [30]. Bu yontem genel olarak; DNA
icerisinde incelenecek alanin gesitli enzimatik tepkimelerle ¢ogaltilip, genomun tamami
bilinmese de analiz i¢in gerekli olan DNA parcalarinin yeterli miktarda elde edilmesi olarak
aciklanmaktadir [31].

%w%”ww% (\\/ »Kalip DNA

! I I 1 Asama
T I I [, ™ Denatiirasyon
' (94 °C'de 1 Dakika)

» Primer Baglanmasi

5‘
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LU\LU'MLU,LL e y s% 2 Asama
v 3 R 3
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3 | 1l | L | | 5
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% i NN 3.Asama
209N e =/ 1 » YeniZincir Sentezi
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Sekil 1.7. PCR Amplifikasyon yontemi agsamalari [33]

PCR amplifikasyonu, cogaltilacak DNA parcasini kusatan iki DNA oligoniikleotid
primerlerini ve DNA’nin 1s1 denatiirasyon dongiilerini, primerlerin tamamlayici sekanslara
tavlanmasini ve tavlanmis sekanslarin DNA polimeraz ile ¢ogaltilmasini ifade etmektedir
[32]. Primerler hedef dizinin kars1 iplikleriyle hibritleserek yonlendirilmektedir. Bu islemle
polimerler aras1 polimeraz enzimi ilerleyerek DNA sentezini ger¢eklestirerek DNA pargasi

miktarini ikiye katlamaktadir [32]. PCR amplifikasyon yonteminin asamalar1 Sekil 1.7°de
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gosterilmektedir [33]. Her olusan yeni kopya ardisik dongiide diger enzimatik islem icin
kalip gorevi gormektedir. Bu sekilde her kopya sonunda bir 6nceki DNA pargasinin iki kati

elde edilmektedir.

|

TREEERN
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( ———
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$ablon DNA

R

Klonlanan Genler 1.Déngi 2 Déngii 3 Déngii 4 Déngi

Sekil 1.8. PCR Amplifikasyon yontemi dongii asamalari [34]

Bir DNA pargasi ile baglanan PCR amplifikasyonda tiim dongiiler %100 verimlikte
calisirsa 10 dongii sonunda 210 adet kopya elde edilmektedir. Bu yontemdeki dongiiler ve
cogalma miktar1 Sekil 1.8’de gosterilmektedir [34].

1.4.4.1. Emiilsiyon PCR

Emiilsiyon PCR yonteminde emdiilsiyon yagi, boncuklar, PCR karisimi ve kalip
DNA'’lar fragmentler olusturmak icin karistirilmaktadir. Amplifikasyon isleminin basarilt
bir sekilde sonuglanmasi igin oligoniikleotitlerin karsilig1 olan her bir fragmentin bilyelere
baglanmasi gerekmektedir. Bunun i¢in de karisimin homojen olarak karistirilmasi énem
tasimaktadir [35].

DNA fragmentleri, mikro bilyelere baglanarak bilyeler iizerinde ¢ogaltilmaktadir. Bu
bilyeler ise mikro-reaktor olarak adlandirilan sivi kiire tarafindan ¢evrilmektedir. Mikro-

reaktor karigimi igerisinde kaynak DNA, primerler, boncuk ve PCR karisimi bulunmaktadir.
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Mikro-reaktor igerisinde, DNA tek zincirli yapiya donistiiriilmekte ve polimeraz enzimi
boncuklara baglanan DNA fragmentlerinin kopyalarini olugturmaktadir. Her déngii sonunda
olusan kopya fragment de bir sonraki dongii i¢in kaynak olarak kullanilmaktadir. Bu islem
30 ve 60 aras1 dongiiden olusacak sekilde devam etmektedir. Islem sonunda da dizileme

islemi i¢in mikro-reaktor patlatilarak uygun ortama aktarilmaktadir (Sekil 1.9).

Emiilsivon PCR

On amplifikasyon Flow sitometri
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Sekil 1.9. Emiilsiyon PCR yontemi

Emiilsiyon PCR yo6nteminde her zaman bir DNA fragmenti ve bir bilye eslesmesi
gerceklesmeyebilmektedir. Cogu zaman bir boncuk birden fazla fragmentle birlesmekte ve
bu durumda da hatali DNA dizilimi elde edilerek islem sonug¢lanmaktadir. Yapilan
caligmalar mikro-reaktorelerin yalnizca %15 inin basarili eslesme yaptigini gostermektedir.

Bu nedenle, olusan hatali eslesmeyi engellemek i¢inde ekstra islem gerekmektedir [36].

1.4.4.2. Képrii PCR

Koprii PCR yonteminde analiz edilecek DNA pargalara ayrilmakta ve pargalarin her
iki ucuna primerler baglanmaktadir. Daha sonra pargalar denatiire edilerek tek iplik¢ikli hale
dontstiirilmektedir. Tek iplik¢ikli yeni DNA pargalar1 reaktiflere maruz kalarak
bulunduklar1 yerde rastgele olarak hiicre yiizeyine baglanmaktadir. Niikleotidler ve DNA
polimeraz enzimlerin katkilariyla da tek iplik¢ikli DNA pargalarinin serbest uglari, primerler
sayesinde hiicre ylizeyine baglanarak kopriilii yapt olusturmaktadir. Olusan kopriilii yapt
icerisinde gerceklesen amplifiye islemiyle baslangigtaki tek iplik¢ikli DNA parcasinin ters
dizilimine sahip DNA kopyas1 olusmaktadir.
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Sekil 1.10. Koprii PCR Amplifikasyonu [36]

Koprii igerisinde gerceklesen amplifikasyon isleminde, florasan etkili dNTP’ler

kullanilmaktadir. Ornegin mavi florasan 15181 sénerse okunan niikleotidin Adenin, kirmiz1

151k sonerse de okunan niikleotidimin Guanin olduguna karar verilmektedir. Belirtilen 151k

renkleri cihazlara gore farklilik gosterebilmektedir. Okuma islemi tiim iplik¢ik i¢in sonlana

kadar ANTP gonderimi devam etmektedir [35-38]. Kopriit PCR amplifikasyon igslemi adim

adim Sekil 1.10’da gosterilmektedir.

1.4.5. Kitlesel Paralel Dizileme

Yeni nesil dizileme yontemlerinden biri olan kitlesel paralel dizileme yontemi DNA

parcasinin dizilimi i¢in 1 milyon ile 43 milyar aras1 kisa pargalarda okuma yapmaktadir. Bu

yontemde paralel DNA dizilime teknigi kullanildigindan dolay: yiiksek verimli dizilime

goriilmektedir. [39].
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Kitlesel paralel dizileme, DNA’nin pargalanmasi ve bu pargalara adaptor dizilerinin
eklenmesiyle baglatilmaktadir. Adaptdrler, polimeraz zincir reaksiyonu kullanarak DNA nin
cogaltilmasi i¢in gerekli tiim bilesenleri igeren, yag damlaciklari ile sarili yaklasik 28 mm
capinda boncuklara baglanmasini saglamaktadir. Olusan pargalar bu yontemde kordon
olarak adlandirilmaktadir. Yag damlaciklari, emiilsiyonu olusturdugu i¢in olusan kordonlar
birbirlerinden ayr tutularak amplifikasyon karisikligi 6nlenmektedir. Kopyalama islemi
sonucunda analiz edilecek DNA fragmanin yaklasik 10 milyon kopyasi1 olusmaktadir [40,
41].

Sekanslama i¢cin DNA kopyasi tasiyan tanecikler pikolitre reaktor kuyucuklarina
yiikklenmektedir. Bu yontemde kopya DNA dizilerini tamamlayacak DNA dizisi, sentezleme
yontemleri kullanilarak olusturulmaktadir. DNA parcgasi ile tamamlayici parca arasinda
olusan bag kimyasallar salgilamaktadir. Bu kimyasallar enzimler ve lusiferin varliginda 11k
sacan reaksiyon gostermektedir. Plaka {izerinde DNA diziliminde bulunan dort niikleotid
kanal boyunca akmaktadir. Daha sonra eszamanli olarak kanalda milyonlarca kiime, bir
detektor yardimiyla sagilan iginlara bakilarak DNA dizisi okunmaktadir [40]. Okuma
isleminde niikleotidlerin onarimini saglamak icin kanal boyunca tersine ¢evrilmektedir. Bu
tim siire¢ bir dongiiyii olusturmaktadir [41,42]. Dongli adimlar halinde Sekil 1.11°de
gosterilmektedir [42].

>
Genomik kesim DNA pargalan Adaptor diziler ellenir
LN
|||I| %| - lI!
1 'S .
|
] | ] I
IIII : ] E
o B
Molekiillerin
Dziler akag hiicresine PCR iglemi Dizileme gorintiisi

eklenir

Sekil 1.11. Kitlesel paralel dizileme yonteminde dongii adimlari [42]
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1.4.6. Poloni Dizilemesi

Poloni dizileme yonteminde bir genomun yeniden kullanilmasi metodu
kullanilmaktadir [43]. Ilk islem olarak 6zel kisitlama kullanilarak A ve B &rneklerinin
transkriptlerinden izole edilmektedir. Daha sonra dizilenecek DNA kiiciik pargalara
ayrilmaktadir. Pargalar emiilsiyon PCR ile ¢ogaltilmaktadir. Bu genomik pargalar bir
baglayicilar ile daire sekline getirilmektedir. Ortaya ¢ikan her bir polik boncuk, tek bir
parcanin klonal kopyalarini icermekte ve farkli evrensel diziler tarafindan kusatilmis iki 17-
18 baz ¢iftli genomik dizileri temsil etmektedir.

1 mm polik boncuklar iizerinde klonal sablon biiylime saglamaktadir. Manyetik
olmayan diisiik yogunluklu boncuklarina (koyu mavi) hibridizasyon, santrifiij yoluyla
manyetik ePCR boncuklarinin biiyiitiilmiis fraksiyonunun (kirmizi) zenginlesmesine izin
vermektedir. Polik boncuklar, otomatik dizileme i¢in jelsiz katt cam destek iizerinde
birlestirilmektedir. Her bir siralama dongiisiinde, dort renkli gorintiilenme yapilarak
parcalarin okunmasiyla belirli bir konumdaki her biiyiitiilmiis boncugun igerdigi diziyi
belirlemek i¢in yiizey boyunca tarama iglemi tekrarli olarak gergeklestirilmektedir [44,45].
Sekil 1.12°de bu yontemin ¢alisma adimlar1 gosterilmektedir [46].

Sekans A :

Sekans B

Sekil 1.12. Poloni dizileme yonteminin ¢alisma adimlari [46]
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1.4.7. Solexa Dizilemesi

Solexa dizilime zincir sonlandirma yontemine benzemektedir. Bu yontemde zincir
sonu olarak DNA polimeraz yardimiyla eklenen terminatér niikleotidler kullanilmaktadir.
Sonlandirict niikleotidler, floresan algilama ve etkisizlestirme sonrasi polimerizasyonun
devam etmesi i¢in okuma iglemini tersine g¢evirebilmektedir. DNA dizisi, dort floresan
etiketli tersine zincir sonlandirict ve DNA polimerazin karisimina eklenerek sentezleme
islemi ile elde edilmektedir [16,47].

Solexa dizilemesinde ilk olarak incelenecek olan DNA kiigiik pargalara ayrilmaktadir.
Bu DNA pargcalar kat1 bir yiizeye kovalent bag ile sabitlenerek kat1 fazda amplifikasyon
gerceklestirilmektedir. Her bir DNA pargasina birer geri doniisiimlii terminatdr niikleotid
eklenmektedir. Her parga icin floresan sinyal tespit edilip florofor ve geri doniistimlii blok
kaldirilmaktadir. Terminator-enzim karisimi daha sonra bir sonraki dongiiyii baslatmak igin
eklenerek islem galismanin sonuna kadar tekrar edilmektedir [16,47].

Her DNA pargasina eklenen floresanlarla birlikte akistaki DNA pargalar1 Sekil 1.13’de
gosterilmektedir [48].
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Sekil 1.13. Solexa dizileme yonteminde DNA pargcalar [48]

Dért niikleotid i¢in de reaksiyon mevcut oldugu i¢in kavrama dogrulugu artmaktadir.
Bu sistemler ayrica bakteriyel klonlama asamalarindan kaginarak potansiyel olarak
bakteriler i¢inde ¢ogaltilamayan DNA'dan sekans verileri liretebilmektedir [16, 47].

Solexa yazilimi alaninda uzman arastirmacilarin igbirligi i¢inde c¢aligmasi ile
gelistirilmistir. Yazilim gelistirilirken analiz asamasinin kolay ve en dogru sekilde

gerceklesmesi igin, eksiksiz ve az kullanict miidahalesi ile gergeklesen veri toplanmast,
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islenmesi ve analiz edilmesi modiillerini kapsamaktadir. Dizileme iglemi tamamlandiktan
sonra veri dosyalari, baz ¢agrilarinin iiretilmesi, taban tabana giliven puanlariin oylanmasi
ve referans veri tabanina yeniden hizalanmasi igin goriintii analizi temelli ¢alisan bir
bilgisayara aktarilmaktadir. Bu bilgisayarda operatér verileri, 6zet istatistikleri ve hata
analizleri goriintiilenebilecegi gibi ayrintili ¢alisma ve karsilagtirmalar yapilabilmektedir
[47].

Sekil 1.14’de her bir okuma igleminde elde edilen dizilemeler karsilastirilmakta ve

ayni indislerdeki farkliliklar incelenerek olusan hatalar giderilmeye ¢alisilmaktadir [49].

Okuma 1 ACGCGCETECAAAATGCCGCGTTAGATC TCGCGCGCT

Okuma 2 CCCTCCAAAATGCCCGCGCGEGTTAGATCIGITCGCGCGCTT

Okuma 3 CGTGCGCAAAATGCCGCGTTAGATC TCGCGEGCGCTTAT
CGTGCAAA TGCCGCGTTAGATC TCGCGCGCTTAT

TGCAAAATGCCGCGTTAGATC|GITCGCGCGC G IATN
GCAAAATGCCGCGTTAGATCIGITCGCGCGCTTATAC
AAAATGCCTCGTTAGATC/[CITCGCGCGCTTATACGC
AAATGCCGCGTTAGATC|GITCGCGCGCTTATACGCC
ATGCCGCGTTAGATCGITCGCGCGCTTATACGCCGC
TGCCGCGTTAGATC/GITCGCGCGCTTATAAGCCGCT
TGCCGCGTTAGATCCITCGCGCGCTTATACGCCGC T

SonugDizﬂjm“ACGGTCCAAAATGCCGCGTTACATC‘TCGCGCGCTT;\T}\CGCCGCT_

Sekil 1.14. Solexa dizileme yonteminde karsilastirma islemi [49]

1.4.8. DNA Nanotop Dizilemesi

DNA Nanotop dizileme yontemi bir organizmanin tiim genom diziliminin elde
edilmesi i¢in kullanilan yiiksek verimlilige sahip teknoloji olarak tanimlanmaktadir. Bu
yontemde dizilenecek DNA, 100-350 baz ciftinden olusacak sekilde fiziksel veya enzimatik
reaksiyonlarla birlikte pargalara ayrilmaktadir. Parcalarin her birinin uglarina siralamasi
bilinen adaptér DNA sekanslart eklenmekte ve eklenen sekanslar daire olusturacak sekilde
uclarindan birlestirilmektedir. Bu islemler tiim pargalar igin gergeklestirilerek dairesel DNA
sablonlar1 olusturulmaktadir [50, 51].

Baslangigta kiigiik DNA dizilimine sahip olan iplik, eklenen adaptor dizilimlerle uzun
DNA dizilimli iplige yiikseltilmektedir. Yeni sentezlenen iplik, yuvarlama g¢ember

replikasyonu kopyalama iglemine tabi tutularak gogaltilmaktadir. Birbirinin kopyasi olan
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iplikler, aralarindaki uzaklik yaklasik olarak 300 nanometre olacak sekilde birlestirilerek
DNA topu haline getirilmektedir. Her iplik grubu kendi DNA topunu olusturur ve olusan
toplarda birbirinden ayrilarak karisiklik onlenmektedir [50 - 53]. Sekil 1.15°de DNA

Nanotop dizilemesi gosterilmektedir [54].

Sekanslar . l.adaptor baglan Cember replikasyonu DNA kuyruk olugturma
u varm adapiss varm adapits A DABTOR A
(j / DNA
Y ADAPTOR B
Cember replikasyonu DMA nano toplan

-70 ur_é/\ A\-E bp [(DME™)

2.adaptdr baglarnir
varm adapaice varmn adapads

Sekil 1.15 DNA Nanotop dizileme yontemi [54]

DNA dizilimi elde etmek igin akis hiicresine DNA nanotoplar1 baglanmaktadir.
Adaptor dizide bulunan floresan tutulan lazer yardimiyla 1s181in dalga boyunu uyarmaktadir.
Nanotoplardan gelen floresan 1sin1 yiiksek ¢oziiniirliiklii bir kamera ile goriintiilenerek analiz
edilmektedir. Bu sekilde her bir nantoptan gelen renge gore dizileme islemi

gerceklestirilmektedir. [50, 52, 53, 55].

1.4.9. 454 Prodizilemesi

DNA dizileme teknolojisinde geleneksel olarak kullanilan yontem, DNA’nin parcalara
ayrilarak tamamlayict bir iplik¢igin sentezi ile floresan boya veya radyoaktif izotop ile
isaretlenmis dideoksi-niikleotidleri igeren karisimla reaksiyonuna dayanmaktadir [56].
Sanger teknolojisinden giliniimiize kadar DNA diziliminde maliyeti azaltmak ve okuma
dogrulugunu artirmak i¢in ¢aligmalar stirmektedir. Bu hedef dogrultusunda yeni teknoloji
olarak “prokidrasyon” prensibine dayali teknik gelistirilmistir. Prodizileme yontemi DNA

sentezi sirasinda salinan profosfatin saptanmasini temel alarak ¢alismaktadir [57].
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Sekil 1.16. 454 Prodizileme yontemi [59]

454 prodizileme yonteminde incelenecek DNA pargalari, yiiz ve katlar1 olacak sekilde
boyutlara ayrilarak tamamlayict DNA dizilimlerine eklenmektedir. Olusan sablonda, DNA
pargalarinin her birine mikro boncuklar eklenmektedir. DNA parcalari dogrudan bu mikro
boncuklara baglanmakta ve baglanma esnasinda ¢ift sarmal yap1 kirilarak DNA dizisi tek
iplikgili halini almaktadir. Mikro boncuklar, sablon olarak kullanilan DNA pargalarinin PCR
ile amplifikasyonu i¢in emiilsiyon damlaciklarina baglanarak boncuklar iizerindeki DNA
parcalarinin kopyalanmasina neden olmaktadir. Olusan mikro pargalar dort niikleotidin
sirayla eklenecegi kuyucuklardan olusan fiber optik slayda eklenmektedir. Bu ortamda
mikro pargalara eklenen niikleotid ¢esidine gore 151k yayimi gergeklesmektedir. Yayilan
15181n sinyal yogunlugu, tek adimda eklenen niikleotid sayisini temsil etmektedir [58,59].
Ornegin islem yapilan dizide art arda 4 adet Timin bulunuyorsa yayilan 151 1 Timin bazi
iceren parganin 4 kat1 olmaktadir. Tim dizilim icin 151k yogunluklarina bakilarak DNA
dizilimi elde edilmektedir. 454 prodizileme teknolojinin adimlar halinde anlatimi Sekil
1.16’da gosterilmektedir [59].
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1.4.10. Solid Dizileme

Solid dizileme yontemi literatiirde yapisma ile dizileme olarak da ge¢mektedir. Bu
teknikte kiitliphane hazirlama ve PCR ile amplifikasyon agamalar1 454 prodizileme ile ayn1
sekilde gerceklesmektedir. Analiz edilecek DNA parcast 25-50 bazi ¢ifti arast niikleotid
dizilimine sahip parcalara-sekanslara ayrilmaktadir. Bu pargalar ilk olarak tamamlayici
DNA iplikleriyle daha sonra da iizerindeki emiilsiyon PCR ile amplifikasyon saglanacak
manyetik boncuklarla birlestirilmektedir. Boncuklar siralama islemi i¢in akiskan ortama
islenmis cam slaydin {izerine tutturulmaktadir. Bu asamadan sonra 454 prodizileme
teknigiyle farklilik baslamaktadir. 454 prodizileme teknolojisinde her okumada 1 baz
okunup diziye eklenirken Solid dizilemede iki baz ¢ifti okunup diziye eklenmektedir. PCR
amplifikasyonu islemi sayesinde manyetik boncuklar tizerinde sablon DNA pargasinin ¢ok
sayida kopyasi bulunmaktadir. Okuma islemi tiim kopyalar iizerinde ger¢eklesmektedir [60,
61].

Biliinme hilgesi Floresan boya

| Evrensel bazlar

Dejenere bazlar
2. Tanmlavica baz

1. Tammlayici baz

Sekil 1.17. Solid dizileme yonteminde algilayici tasarimi [60]

Bir ¢evrimde okunan iki baz ¢ifti gergek dizi ile uyusmadigi siirece yapisma ve 1s1ma
gerceklesmemekte ve boylece dogruluk orant %99,9 olan DNA dizilim elde edilmektedir
[60, 62]. Solid dizilemede okunacak olan baz ciftleri igin algilayici tasarlanmistir. Bu
algilayicilar tanimlayic1 baz c¢iftleri, dejenere bazlar, evrensel bazlar ve floresan
molekiiliinden olugsmaktadir [61 - 63]. Tasarlanan algilayic1 Sekil 1.17°de gosterilmektedir
[60].
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Sekil 1.18. Baz ciftlerini temsil ettigi 1s1n renkleri [60]

Floresandan yayilan 1smn 4 niikleotidi temsil edecek sekilde 4 farkli renk ile
gosterilmektedir. Isin renklerinin hangi baz ¢iftlerini temsil ettigi Sekil 1.18’de
gosterilmektedir.

Dizilenecek DNA pargasinin bulundugu kuyucukta ligaz enzimi, algilayicilar ve hedef
dizideki adaptor diziye baglanacak primer tabaka bulunmaktadir. ilk olarak primer adaptdre
baglanir ve bu primere ligaz ile dizideki uygun baz cifitine sahip bir algilayic1 dizi
baglanmaktadir. Daha sonraki adimda floresan molekiil ayrilarak 1s1ma yapar ve bu 1s1ma
kamera tarafindan tespit edilmektedir [60 - 62]. Solid dizileme yontemi ¢aligma asamalari
Sekil 1.19°da gosterilmektedir [61].

Floresan molekiiliniin yaydigi 1smn belirtilen indekste hangi niikleotidin oldugunu
kesin olarak gostermese de olasiliklart 4’e indirmektedir. Bu yiizden evrensel bazlar
algilayic1 tasarimdan ¢ikarilmakta ve yeni algilayict dizilime eklenerek isima islemi
tekrarlanmaktadir. Bu islemler dizinin sonuna kadar tekrarli olarak devam etmektedir. Bu
asamadan itibaren aralarinda 3’er bazlik bosluk bulunan dizilim i¢in veri elde edilmektedir.
Aralardaki boglugu kapatmak igin ise sentezlenen dizi tamamen atilmaktadir. Yeni primer
oncekinden bir baz geride olmak iizere yeniden diziye baglanmaktadir. Olusan yeni
dizilimde ayni islemler yapilarak siire¢ devam etmektedir. Tiim bu islemlerin tekrariyla
birlikte her tekrarla tanimlayici baz giftleri de bir baz geriden baglanarak algilayicilarin
baglanma sirasini degistirmektedir. Bu sekilde 1s1ma renkleri degismektedir. Her tekrarda
primer bazlar geri kaydirilarak dizilim tamamlanmaya baslanarak bes ¢evrimde dizideki tiim
bosluklar kapanmaktadir [60 - 63].
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Sekil 1.19. Solid dizileme yontemi ¢aligma asamalari [61]

1.4.11. Iyon Yan iletken Dizileme

Iyon yari iletken dizileme yontemi diger yontemlerin aksine boya etiketli
niikleotidlerin tespiti lizerine degil, iyon tespitine dayali olarak gelistirilmistir. Yontemin
genel calisma prensibi; transistorlerle gelistirilmis sensor cihazi yardimiyla DNA zincir
polimerazasyonu sirasinda agiga ¢ikan hidrojen iyonun belirlenmesidir [64].

Dizileme isleminde ilk olarak dizilenecek DNA ipliginin bulundugu fragmentin
cogaltilip DNA havuzu hazirlanmaktadir. Bu adimda dizilenecek olan fragmentin niikleotid
eklenmesiyle elde edilecek sinyallerin daha dogru algilanmasi i¢in emiilsiyon PCR ile
fragmentlerin gogaltilip havuz olusturulmaktadir. Diger asamada ise polimeraz enzimi ile
oligoniikleotitler framentlere eklenmektedir. Sentez islemi sonunda hidrojen iyonu ortama
salinarak ortamin pH degeri degistirilmektedir. Kullanilan iyon sensorii sentez islemini

tespit etmektedir [65].
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Sekil 1.20. Iyon yar1 iletken dizileme ydntemi niikleotid eklenmesi
[66]

Sentezleme islemi sirasinda havuzda bir¢ok kopyast bulunan dizilenecek kalip DNA
ipligi, sirasiyla dort niikleotid DNA polimeraz enzimiyle reaksiyona girerek birlesmekte ve
bu islem dongiisel olarak devam ettirilmektedir (Sekil 1.20)[66]. Kalip DNA ipliginde
eslesen ANTP’ler bulununca sentezleme islemi gercekleserek ortama H+ iyonu salinmakta
ve bu salimimla ortamin pH degeri degismektedir. Yari iletken sensorler ile bu degisimi
algilanarak sentezleme islemi tespit edilmektedir. Bir sonraki dongiliye ge¢ilmeden once
ortamda bulunan eslesmemis dNTP’ler atilarak siire¢ devam etmektedir [64, 65, 67].

Gelistirilen iyon yari iletken dizileme yonteminin hizli, hazirlik agsamasi basit ve
maliyeti diisiik oldugu vurgulanmaktadir. Yontem es zamanli kullanilarak 100-200 niikleotid
uzunluklu DNA parcasinin yaklasik 1 saatte okudugu one siiriilmektedir. Sanger dizileme

yontemine gore ise daha kisa dizilimleri okuyabilmektedir [65].

1.5. DNA Dizileme Yontemlerine Genel Bakis

1975°de gelistirilen Sanger dizileme yontemi zamanla iyilestirilip ve makinelerle
otomatiklestirilse de yliksek maliyetli olmasi ve elde edilen bilginin azlig1 nedeniyle
giniimiizde kullanilan yeni nesil dizileme tekniklerinin gelistirilmesine ihitiyag
duyulmustur. Yeni nesil dizileme yontemleri geleneksel yontemlere gore DNA bagina
40.000 kat daha az maliyetle ¢alisarak 600.000 kat daha fazla bilgi edinmektedir [69].

Sanger dizileme yonteminde 500-700 niikleotid uzunluklu DNA pargalar iizerinde

analiz caligmas1 yapilabilirken yeni nesil cihazlarda 80-200 niikleotid uzunluklu DNA
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pargalar1 iizerinde islem yapilabilmektedir. Bu pargalar islem sonucunda birlestirilerek
istenilen DNA dizilimi elde edilmektedir. Daha kiigiik dizilimler {izerinde islem yapmak
kolay ve etkin bir yontem olsa da bu kisa pargalarin birlesim asamasinda hatalar
olusmaktadir. Bu hatalar yeni nesil dizileme yoOntemlerinin dezavantaji olarak
gosterilmektedir [70]. Bu asamadan sonra gelistirilen yeni yontemler daha az maliyetli ve
daha hizli siirede sonuca ulagsmaya caligsa da hata orani diisiik dizilimler elde eden
yontemlerin gelistirilmesi onem kazanmuistir.

Tablo 1.1°de yaygin kullanilan yeni nesil cihazlarin toplam analiz edebilecegi DNA
uzunlugu, olusturulan sekans uzunlugu, uygulanan teknik ve c¢alismast sirasinda

olusabilecek hata tiirleri gosterilmektedir [69].

Tablo 1.1. Yeni nesil dizileme cihazlarinin ¢alisma sartlari [69]

Okuma Toplam DNA

Cihaz Teknik Hata Tiirii
Uzunlugu Uzunlugu
) Geri dontistimli .
IHlumina 36, 50, 100 | 105-600 Gb . Degisim
terminator
Applied : : .
) 35, 60, 75 7-9 Gb Ligasyon ile siralama Degisim
Biosystems
Helicos Tek molekiil )
o 25, 55 21-31 Gb o _ Ekleme - Silme
BioSciences dizilemesi
454 Life o )
_ 700 700 Mb Sentez ile dizileme | Ekleme - Silme
Sciences
Iyon yariiletken _
lonTorrent 200 1Gb o Ekleme - Silme
dizileme

Yeni nesil dizileme cihazlarinda niikleotid degisimi, silinmesi ve eklenmesi gibi
hatalarla karsilagilmaktadir. Bu hatalarin giderilmesi ile dizileme ve genomik ¢alismalarin
performansi artirilmaktadir [69]. Bu nedenle DNA dizilime cihazlarinda olusan hatalari
gidermek i¢in programlar gelistirilmektedir. Hata diizeltme isleminde RACER [71], Coral
[72], HITEC [73], SHREC [74,75] ve DecGPU [76] algoritmalart yaygin olarak

kullanilmaktadir.
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1.6. Hata Diizeltme Algoritmalari

Hata diizeltme algoritmalar1 yeni nesil DNA dizileme cihazlar i¢in kritik bir gérev
iistlenmektedir. Ciinkii yiiksek dogruluk oranli sirali okumalar daha yiiksek kaliteli
sonuglara erigsilmeyi saglamaktadir. Hata diizeltme; bir dizileme platformu tarafindan
olusturulan hatali dizilimi tekrarli okumalardan yararlanarak, her bir bazin dogru veya yanlis
okunduguna karar vermekte ve gerekli diizeltilmeleri yaparak dogru dizilimin geri
dondiiriilmesini amaclamaktadir. Bu bolimde DNA dizilimlerindeki olusan hatalarin

diizeltilmesi i¢in gelistirilen algoritmalar anlatilarak karsilagtirilmasi yapilmaktadir.

1.6.1. Racer Algoritmasi

Okumalarda hatalarin hizli ve dogru diizeltilmesi olarak verilen Racer k-mer sayma
algoritmalari sinifinda kabul edilmektedir. Algoritmanin ¢alisma adimlari su sekildedir:
1. DNA dizilimleri 2 bitlik yazilir
2. Esik ve k-mer uzunlugu belirlenir
3. Hash tablo olusturulur
4. K-mer’lerin ve incelenecek niikleotidlerin saklanmasi
5. Hatalarin tespiti ve diizeltilmesi
Racer algoritmasinda niikleotidler 2 bit, A (00), C (01), G (10) ve T (11) olacak sekilde
temsil edilmektedir. Ciinkii bitlerle islem yapmak karakterle islem yapmaktan daha hizli
oldugu ifade edilmektedir. Bu algoritmada okunamayan niikleotidlere rastgele degerler

atanmaktadir. TAGCATTG DNA diziliminin ikili gosterimi Tablo 1.2’de gosterilmektedir.

Tablo 1.2. Racer algoritmasina gore DNA diziliminin ikili doniistimii

T A G C A T T G

Algoritmada belirlenen k-mer uzunlugundaki DNA pargalart her biri 64 bitlik tam
sayilarla ifade edilerek depolamada ve erisimde kolaylik sagladigi i¢cin hash tablosunda

tutulmaktadir.
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Hash Tablo

[0]
[1] 1101000011
[.]

[.]
Hash
k-mer key 0000010111 —— | fonksiyonu [129] 1011010011

T
kmer key 1001000010 — x [-]

k-mer key 1011010011

k-mer key 1101000011 —_—

[647] 1001000010

[..]
[912] 0000010111

[n]

Sekil 1.21. Racer algoritmasinda k-mer’lerin hash tablosunda saklanmasi [69]

Racer algoritmasinda hatalar1 belirlemek i¢in bir esik degeri kullanilmaktadir.
Belirlenen k-mer, sekanslar igerisinde aranmakta ve bulunan pargalar saklanmaktadir.
Saklama isleminde k-mer’den Onceki ve sonraki gelen niikleotid kullanilmaktadir.
Belirlenen k-mer i¢in islem bittiginde, k-mer’den 6nce ve sonra gelen niikleotidlerin sayisi
belirlenmektedir. Grup igerisinde ve belirlenen esik degerinden yiiksek olan niikleotidler
dogru olarak kabul edilmektedir. Grup igerisinde olmayan ve belirlenen esik degerinden
kiiciik niikleotidler, dogru niikleotidler ile yer degistirilmektedir [71, 77, 78]. Bu sekilde bir
sonraki k-mer’e gegmeden once tablo ve dizilim giincellenmektedir.

Analiz edilecek DNA biyiikliigii, k-mer’lerin sayis1 ve esik degeri baslangigta
belirlenmektedir. Bu degiskenlerin kombinasyonlar1 deneysel sonuglarla elde edilmis olup
bu sonuglara uygun olarak belirlenmektedir [71]. Racer algoritmasinin her k-mer isleminin
sonunda dizilimi diizelterek ilerlemesi, bir sonraki isleme diizeltilmis bir dizilimle baglamasi
avantaj olarak gortilmektedir. Ayrica farkli uzunluklu DNA dizilerini diizeltebildigi gibi seri

ve paralel ¢alisabilmektedir [69].

1.6.2. Coral Algoritmasi

Coral, dizilimlerdeki hatalar1 diizeltmek i¢in kisa okumalarin ¢oklu hizalamalarina

dayali yaklagim kullanmaktadir. Algoritma ¢esitli dizileme cihazlarinin olusturdugu farkl
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hatalar i¢in hata bulma modelini diizenleyebilmektedir. Bu sayede niikleotid degisimi,
eklenmesi ve silinmesi olmak iizere olusabilecek tiim hatalar1 diizeltebilir niteligi
tasimaktadir. Temel mantik ortak k-mer iceren sekanslarin tek tek hizalanip niikleotidlerin
puanlanmasi ve bu puanlar ile hataya karar verip dogru dizilim elde edilmesine
dayanmaktadir [72, 78].

Belirlenen k-mer igeren sekanslar k-mer’in ilk bazinin bulundugu indis bilgisi ile
beraber tutulmaktadir. Algoritmada ortak k-mer i¢eren pargalar o k-mer’in mahallesi olarak
adlandirilmaktadir. Sonraki asamada ayni mahalledeki sekanslar tek tek Needleman and
Wunsch hizalama algoritmasi [79] ile hizalanmaktadir. Hizalanan sekanslar, ¢akisan k-mer
alanlar1 ve k-mer baslangi¢ indisler yardimiyla uzun sekans elde edilmektedir. Okumada
eklenme hatasi varsa o konumda uzun sekans pargasina siitun eklenmektedir. EKlenen siituna
hangi niikleotidin gelecegine, ayni siitunda yer alan niikleotidlerin var olus sayisina
bakilarak karar verilerek zaten hizalanmis olan uzun sekans pargasi giincellenmektedir [72].
Bu yontem okumalar benzer oldugunda iyi ¢alisirken, okuma benzerlikleri az oldugunda

hizalama islemi basaris1 diisebilmektedir [72].

234567 8 91011121314151617181920212223 242526 27 2829303132333435363738394041424344454647

Hizalanmis 1
BiyilkSekans| G TCAGAA - GTGAGCGTGGCATTAACCCTTGATACCACCGGTTCAACEC
Oluma 1 GTCAGAA - GTGAGCGTGGCATTAACCCTTGATA
40 40 40 40 40 40 40 40 40 40 40 40 40 40 40 40 40 40 40 40 40 40 40 40 40 40 40 40 40 40 40 40 40
Olkuma 2 CAGAAGTGAGCGTGGCATTAACCCTTGATACC
3336404040 A A0 A0 40 40 40 40 40 40 40 40 40 40 40 40 40 40 40 40 4040 40 40 40 40 40 40
Okuma 3 CAGAA - GTGAGCGTGGCATTAACCCTTGATACC
A0 40404040 40 40 40040 40 40 40 40 40 40 40 40 40 40 40 40 40 40 40 40 40 40 40 40 40 40 40 40
Olcuma 4 GTGAGCGTGGCATTAACC I TTGATACCACCGG
40 40 40 40 40 40 128 40 40 4040 40 40 33 40 30 40 22 40 40 40 40 40 40 40 40 40 40 40 40 40
Okuma 5 TGGCATTAACCCTTGATACCACCGGTTCAA
404040 4040 40 40 40 40 40 40 40 4040 40 40 40 37 40 40 40 40 40 40 40 19 40 40 40 40
Okuma 6 GGCATTACCCTTGATACCACCGGTTCAACC
224040 17 40 40 40|33) 40 40 40 4040 40 40 40 40 40 40 40 40 40 40 27 40 40 40 40 40 40 40

Sekil 1.22. Coral algoritmasinda sekanslarin hizalanmasi [72]

Algoritmanin modeli olusturulurken, uygun k-mer’ler, niikleotid eslesme odiili,
niikleotidlerin uyumsuzluk cezasi ve bosluk cezasi i¢in uygun degerler belirlenmektedir.
Uygun k-mer’ler belirlenirken ¢oklu hizalamalarda hata diizeltmenin dogru olmasi igin k-
mer mahallindeki sekanslarin olabildigince yakin olmasi gerekmektedir. Belirlenen k-mer’in
genomda sadece bir kez tekrarlanmasi i¢in k-mer boyunun se¢imi dnem kazanmaktadir.
Sekil 1.22’de ayn1 k-mer mahallindeki sekanslar belirlenen eslesme 6diilii, uyumsuzluk ve

bosluk cezasi parametrelerine gore Needleman and Wunsch hizalama algoritmasi [79] ile
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hizalanmakta ve bu algoritmadan donen skorlar ile gosterilmektedir. Olusan skorlara gore

de hatalar tespit edilmektedir.

1.6.3. HiTec Algoritmasi

HiTec, yiiksek verimli hata diizeltme algoritmasi, okuma dizileri ve ters
tamamlayicilar1 kullanarak olusturulan son ek dizilerini kullanarak incelenen konumda en
¢ok goriilen niikleotide gore hatalarin giderilmesini saglamaktadir. Algoritma istatiksel
analiz kullanarak parametrelerini otomatik olarak belirlemekte ve her okuyusta okudugu
sekanstaki hatalar1 diizelterek ilerlemektedir [73, 78].

Ters tamamlama isleminde DNA dizilimindeki niikleotidlerin baglandig1 karsi
niikleotidlerle yer degistirme islemi yapilarak son adimda tiim dizilim tersten yazilmaktadir.
Omegin s=CAT dizilimde A—T, C—»G, T—A, G—C olacak sekilde yer degistirme
yapilmaktadir. Son olarak olusan GTA dizisi tersten yazilarak s’nin ters tamamlayici dizisi
elde edilmektedir [73].

HiTec, L uzunluklu genom igin her okuma bir olacak sekilde p hataya sahip r1, r2, I3,
r4, Is, ... Ih niikleotid dizileri olusturmaktadir. A, T, G, C disinda olusan bir bazi temsil
etmeyen harfleri diziden ¢ikarmaktadir Sekanslama cihazlart okuyamadigi niikleotidlerin
yerine N yazmaktadir. Okumalar ve ters tamamlayicilar R=r1$r1$r2$r23...r$rm$ seklinde
saklanmaktadir.

Diizeltme algoritmasi her bir r diziliminin j pozisyonundan baslayarak k pozisyonunda
hata bulundurdugunu ve bu pozisyondan Onceki w pozisyonlarmin dogru oldugunu
varsaymaktadir. Dizilimlerde tespit edilen hatanin diger benzer dizilerde dogru olarak
yazildigi kabul edilmektedir. Benzer dizilerde ilgili indislerinde bulunan baz ¢esidi, bulunma
sayilar1 ve destek degerleri tespit edilerek indiste bulunmasi gereken niikleotide karar
verilmektedir [73].

Sekil 1.23 incelendiginde; kutu igerisindeki indisler karsilagtirildiginda r1 okumasinda
A, diger okumalarda T niikleotidi oldugu goriilmektedir. Yani belirlenen indiste destek
degerleri A=1 ve T=5 olarak bulundugu tespit edilerek T niikleotidin dogru olduguna karar

verilmektedir.
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......

Sekil 1.23. HiTec algoritmasi sekans karsilagtirma islemi [60]

HiTec algoritmasinin son ek dizi yapisi incelendiginde ayni niikleotidi iceren tiim
okumalarin ardisik oldugu ve buna bagli olarak da destek degerlerinin hesaplanmasinin
kolay oldugu sonucuna varilmaktadir [73].

Bu algoritmada ayni hatanin birgok yerde bulunacagindan dizilimlerdeki tekrarlar
problem olarak kabul edilmektedir. Tekrarlar sebebi ile hatali niikkleotidin de destek degeri
fazla ¢ikacagindan dogru niikleotid ayrimin1 yapmak zorlagmaktadir. Bu problemi ¢6zmeye
yonelik bir esik deger belirlenerek niikleotidin dogru olduguna esik degerin asilmasina gore
karar verilmektedir. istatiksel analiz ile esik degeri hesaplanmaktadir. Esik deger belirleyici
bir unsur olana kadar deneysel sonuglarla degistirilerek elde edilmektedir [73]. Diger bir
problem ise dizilimde ardigik hatalarin bulunmamasindan kaynaklanmaktadir. Bu hatay:
gidermek i¢in ise algoritmanin hata tespit edemedigi okumalari saklayarak bu okumalarda
w alanlarin1 kiigiilterek hata bulunma olasiligini artirmaktadir [73].

Bu alanda kullanilan en yaygin algoritmalardan biri olan Shrec ile karsilastirildiginda
daha az zamanda daha az yer kullanarak daha verimli sonuglar elde ettigi
gozlemlenmektedir. Dezavantaj olarak da okumalardaki belirsiz niikleotidleri
diizeltememesi, ayni uzunluktaki veri setlerini diizeltmesi ve paralel modda ¢alismamasi

gosterilmektedir [69].

1.6.4. Shrec Algoritmasi

Shrec, kisa okuma hatasi diizeltme algoritmasi, yeni nesil dizileme cihazi tarafindan

tiretilen tiim okumalar icin genellestirilmis bir son ek agaci olusturularak ve agacin i¢indeki
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diigtimleri analiz ederek dizilerdeki niikleotid degisim hatalarini diizeltmeyi hedeflemektedir
[74, 75].

ATGTGTC$

SATGTGTCS
+TGTGTCH
+GTGTC$
*TGTC$
*GTC$
+TC$

+C9 GTC$
*$

Sekil 1.24. Shrec algoritmasinda son eklerin aga¢ yapisinda gosterimi [75]

Son ek agaglari, analiz edilecek DNA parcasinin tiim dizilerinin tiim eklerini
icermektedir. Eklerin son ek olup olmadigi ayrimi benzersiz bir karakterle ($, #) mantiksal
olarak sonlandirilarak belirlenmektedir. Kokten yapraga giden bir yoldaki kenar etiketlerinin
birlesiminin benzersiz olmasi son ek anlamina gelmektedir. ATGTGTC diziliminin son ek

agaci Sekil 1.24°de gosterilmektedir.

GCTA#

+GCTA#
»CTA#
» TA#

o A#

o

Sekil 1.25. Son ek agacina yeni bir DNA parg¢asinin sok ekinin eklenmesi [75]
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Analiz edilecek DNA dizilimi birden fazla par¢adan olusarak her par¢adaki son ekler
agaca eklenmektedir. Sekil 1.24’de gosterilen drnege yeni bir DNA parcasinin son ekleri

eklendiginde agacin goriintimii Sekil 1.25°de gosterilmektedir.

* Yol-Etiket (v) =T

* Agwhk (r,v)=3 ATGTGTC
— ATGTGTC

* Yol-Etiket (w)= TGT
¢ Agwrhk (vyw) =2
— ATGTGTC

* Yol-Etiket (q)= GT
o Agwrlik (v, q)=2
— ATGTGTC Gre

Sekil 1.26. Shrec algoritmasinda agag diigiimlerinin agirliklarinin hesaplanmasi [75]

Sekil 1.26°da Shrec algoritmasinin agacin diigiimlerinin agirliklarinin tespit edilmesi
gosterilmektedir. Her diglimin agirhign iliski kenarinin  agirhigina bagh olarak
degismektedir. Diiglimler arasindaki yol (v, w) w ile iligki olarak gosterilmektedir. Agirlik,
dizi yolu etiketinin (w) okuma kiimesinde bir alt son ek dizisinin goriildigii sikligi temsil

etmektedir.

Agacin iist kisunlar,
genelde diigiimler 4
cocugu sahip

Diigiimler birden fazla cocuga
~ sahip. Bunlarin ¢ogu
hatalarla ilgilidir.

- Diiginnler diigiik agirliga sahiptir.

Sekil 1.27. Shrec algoritmasinda son ek agacinda hatalarin tespiti [74]
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Hata koke ne kadar yakin olursa tespiti o kadar zor olmaktadir. Ciinkii kdke yakin
kisimlarda hemen hemen her diiglimiin dort cocugu bulunmaktadir. Daha ¢ok ¢ocuga sahip
olan diigtimlerin orani, yiiksek seviyelerde daha fazla olmaktadir. Buradaki diiglimler dogru
ve hatali okumalar arasinda giivenilir ayrim yapilmasina olanak saglamaktadir. Dallanmanin
en ug¢ kisimlarina yaklastikca ise agirlik degerleri ¢ok kiigiileceginden hata tespitine karar
vermek zorlagmaktadir (Sekil 1.27) [74, 75].

Agirlik=1 7 \4};’”{?*:3

Hatalr okuma Dogru okuma

S —

~, i

DNA

Sekil 1.28. Shrec algoritmasinda dallanmalarin yorumlanmasi [74]

Agacm diigimlerindeki dallamalarin hatali veya dogru oldugunu tespit etmek igin
diigtimlerin agirliklar: hesaplanmaktadir. Agirlik hesaplanirken dizilerin sekanslarda kag kez
tekrarlandig1 sayilarak agirligi fazla olan dogru kabul edilmektedir (Sekil 1.28) [74, 75].

Hatalarin tespit edilmesiyle hatali son ek agactan c¢ikartilmaktadir. Diizeltilmis tiim
okuma ekleri agaca tekrar yerlestirilmektedir. Boylece bir sonraki hatanin tespiti
kolaylagmaktadir. Bu yontem siirekli giincelleme sagladigindan fazla zaman alsa da daha

dogru ¢alistigi gézlemlenmektedir [74].

1.6.5. DecGPU Algoritmasi

DecGPU algoritmasi, CPU ve GPU’nun paralel programlama modellerini birlikte
kullanarak, yiiksek verimli kii¢clik okuma parcalart (DNA sekansi) icin ilk hata diizeltme
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algoritmasi 6zelligi tasimaktadir [76]. CPU tabanli siiriim i¢gin MPI ve OpenMP, GPU tabanli
stirlim i¢in CUDA ve MPI paralel programlama modellerinden yararlanmaktadir. GPU ve
CPU’nun beraber kullanilmasiyla hesaplamalarin  performanst en iist diizeye
¢ikartilmaktadir [76]. DecGPU algoritmasi 4 asamadan olusmaktadir:

1. Dagitik k-mer spektrumunun olusturulmasi

2. Hatasiz okumalarin filtrelenmesi

3. Hatali okumalarin diizeltilmesi

4. Hatali okumalarin ¢ikartilmasi

Birden fazla hatayr gidermek i¢in 2. ve 4. asamalar arasinda tekrarli ¢aligmalar

gerceklestirmektedir.

1.6.5.1. Dagitik K-mer Spektrumlarin Olusturulmasi

DecGPU, Brujin graflarin1 kullanarak her bir diiglimiin tiim olast k-mer’lerini temsil
edecek sekilde bloom filtresi kullanarak k-mer spektrumlarini dagitmaktadir. Spektrum
hizalama yaklasimi, k-mer setlerini kullanarak bir genomdaki hatalar1 tespit etmekte ve
diizeltmektedir. Bu islem icin ilk adim olarak sekanslar lizerinde tiim olas1 k-mer’lerin seti
belirlenmektedir [76].

Bloom filtresi, bir elemanin bir kiime igerisinde yer alip almadiginin olasiligini
gostererek bellek ve siireyl verimli kullanan veri yapist olarak tanimlanmaktadir. Aranan
deger i¢in “kiimede” veya “kesinlikle kiimede degil* sonucu donmektedir. Baglangigta tiim

degerleri 0 olan bit vektorii veya bit listesi ile gosterilmektedir (Sekil 1.29)[80 - 82].

olofojo0o|0|O0|O0O]|O0O]|0O]O

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Sekil 1.29. DecGPU algoritmasinda bloom filtresi baglangi¢ degerleri

651’9

Yeni bir 0ge eklemek icin belirtilen konumlardaki degerler olarak
degistirilmektedir. Aranan degerin kiime igerisinde olup olmadigina karar vermek iginse

indisteki karsilifina bakilmaktadir. “0” ise kesinlikle kiimede yok, “1” ise kiimede olabilir
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sonucuna vartlmaktadir. Sekil 1.29’daki listeye kedi ve kdpek girdilerinin eklenmesi Sekil

1.30’da gosterilmektedir.

KEDI KOPEK

1 (0|7 (1|0 |1 1|1 |0]0

1 2 3 4 3 6 7 8 9 10

Sekil 1.30. DecGPU algoritmasinda bloom filtresinin giincellenmesi

“Kedi” arandig1 zaman listede 1., 4., ve 7. indislere bakilmaktadir. Bu indislerdeki
deger “1” oldugu i¢in “belki de ‘kedi’ zaten listeye eklenmis” sonucuna ulasilmaktadir.
Fakat kedinin 1., 4. ve 7. indislerde degil de 1., 7. ve 9. indislerde ¢iktisini verseydi 9.
indisteki deger “0” oldugundan kedinin daha Once listede isaretlenmedigine ve listede

“kesinlikle bulunmadig1” sonucuna varilmis olurdu.

DNA Dizisi > ATGCTTGGATGCTTG

K-mer'ler > ATGCTTG

TGCTTGG

GCTTGGA

CTTGGAT

TTGGATG

TGGATGC

GGATGCT

GATGCTT

ATGCTTG

MGCTrG|—)|TGcrrGG| > |ecTTeeA | 2 | cTTGEAT |2 [TTeGATG |

T~

Sekil 1.31. K-mer’lerin Brujin graflarinda gosterilmesi

|GATA‘I‘I’G | &« | GGATA‘I‘I’| € |TGGATGC
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Brujin graflari, k boyutlu bir A dizisinde tiim olasi n uzunluklu alt dizileri igeren bir
cevrim dizisi olarak tanimlanmaktadir. Bu veri yapist genis Olcekli problem igin
kullanilmanin yani1 sira gen dizisi elde etme ve kisa DNA parcalarini islemek i¢in de
kullanilmaktadir. Sekil 1.31’de k=15 boyutlu DNA dizisinin n=7 boyutlu k-mer’leri tespit
edilip Brujin grafinda gosterilmektedir [83].

Tablo 1.3. DecGPU algoritmasinda kullanilan hash tablosu
ornegi

K-mer Sayac

ATGCATT 2

TGCATTA 1

GCATTAA )

CATTAAG 1

DecGPU algoritmasinda her sekansin tiim k-mer’leri izerinde arama islemi yapilacagi
g6z Oniinde tutularak bloom filter mantig1 ile hash tablosu kullanilmaktadir. Her bir k-mer
{A, C, G, T} tabanlarin1 {0, 1, 2, 3, 4, ...} sayisal degerlerine eslestirilerek hash tablosunda
tutulmaktadir. Her olusturulan k-mer, tabloda aranmakta ve varsa kendisine karsilik gelen

deger artiritlmaktadir. Kullanilan hash tablosuna 6rnek Tablo 1.3°de gosterilmektedir [76].

1.6.5.2. Hatasiz Okumalarin Filtrelenmesi

Birinci agsamada tiim k-mer’ler i¢in hash tablosu sayag¢ bilgisi ile doldurulmaktadir. K-
mer’lerin sayaclari kullanici tarafindan belirlenen bir esik degerinden az yani zayif degilse
bu k-mer saglam olarak nitelendirilmektedir. Olusturulan tim k-mer’ler i¢in saglamlik

kontrolii yapilmaktadir. Saglam olarak belirlenen k-mer’ler hatasiz kabul edilmektedir [76].

1.6.5.3. Hatali Okumalarin Diizeltilmesi

Bu asamada saglamlik kontrolii ile zayif oldugu gozlemlenen k-mer’leri saglam

olanlara dontistiiriilmektedir. Bu ama¢ dogrultusunda zayif k-mer’lere oylama algoritmasi
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uygulanmaktadir. Oylama algoritmasi, k-mer'in her bir pozisyonundaki tiim olas1 bazlarini
degistirerek sonuctaki k-merin saglamliklarini kontrol ederek dogru tabani bulmaya
calismaktadir [76].

Algoritmanin temel ¢alisma prensibi, hatali okunmus sekansin soldan saga tiim k-
mer’lerin varliginin taranmasina dayanmaktadir. K-mer’lerin hash tablosunda sayag
degerleri kontrol edilerek dogru yada yanlis olduguna karar verilmektedir. Taranan k-mer
hatali ise oylama matrisi ve dagitik k-mer Brujin grafi kullanilarak diizeltilmektedir.
Diizeltme isleminden sonra sekans ve k-mer’in hash tablosundaki saya¢ bilgisi

giincellenerek saglam olarak belirlenmektedir [76].

1.6.5.4. Hatal1 Okumalarin Cikartilmasi

Tespit edilen hatali okumalar iizerinde geceklestirilen hata diizeltme asamasindan
sonra geride kalan sabit-okunmamis pargalarda kirma islemi uygulanmaktadir. Bu asamada
kullanici tarafindan tahmin edilen en uzun alt dizilim bulunmaya galisilmaktadir. Dizilim

bulununca sabit pargalardan kesilerek ¢ikartilmaktadir [76].

1.7. Algoritmalarin Degerlendirilmesi

Algoritmalarin degerlendirilmesinde duyarlilik ve 0Ozgiilliik test ydntemlerinden
faydalanilmaktadir. Bu yontemlerle, gelistirilen algoritmanin okumalar1 hatasiz veya hatali
olarak algilama ve hatali okumalar1 diizeltme becerisi test edilmektedir. Duyarlilik testi,
gercek pozitif orani olarak da adlandirmaktadir. Bu test hastalig1 tasiyanlarin hangi oranla
dogru oldugunu tespit etmektedir. Ozgiilliik testi ise gercek negatif orani olarak
adlandirilmakta ve hasta olmayan bir hastay1 dogru tespit etmektedir [84].

Agiklanan hata diizeltme algoritmalart ve bu calismada oOnerilen algoritmalar
duyarlilik ve ozgiilliik test sonuglar1 ile degerlendirilmektedir. Hata diizeltme
algoritmalarinda duyarlilik, hatali niikleotidlerin hangi oranla dogru tespit edildigini,

Ozgiilliikk dogru niikleotidlerin hangi oranla dogru tespit edildigini test etmektedir [65].

TP
D = — 1.1
uyarlilik TP T FN (1.1)
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. TN
e . — - 1.2
Ozgullik TN+ FP (1.2)

Duyarlilik hesaplamasi Denklem 1.1’de, ozgiillik hesaplamasi Denklem 1.2’de

gosterilmektedir. Denklemlerde kullanilan parametreler sunlardir:
e TP: Hatali kabul edilen hatal1 niikleotidlerin say1s1
e FP: Dogru oldugu halde hatali kabul edilen niikleotidlerin sayis1
e FN: Hatali oldugu halde dogru kabul edilen niikleotidlerin sayis1

e TN: Dogru tespit edilen dogru niikleotidlerin sayisi



2. YAPILAN CALISMALAR

2.1. Yontem

Bu c¢alismada yeni nesil dizileme cihazlarinin DNA dizilerini tespit ederken
olusturdugu hatalar1 gidermek amaciyla yeni bir algoritma dnerilmistir. Kullaniciya kolaylik
saglamak i¢in arayiiz olusturulmustur. Olusturulan arayiiz ile analiz edilecek DNA parg¢asi,
hata oran1 ve okuma sayis1 dinamik olarak kullanicidan alinarak algoritma analiz siirecine
baslanmaktadir. Onerilen algoritma ile yiiksek dogruluk oranma sahip DNA parcasi elde

edilmesi amaclanmis olup detaylar bu bdliimde agiklanmaktadir.

2.1.1. Verilerin Elde Edilmesi

Calismada analiz edilen DNA dizisi NCBI (National Center for Biotechnology
Information) olarak adlandirilan ulusal biyoinformatik bilgi merkezinden FASTA ve
FASTQ formatlarinda elde edilmistir.

2.1.1.1 NCBI

NCBI, hesaplamali biyoloji dalinda arastirmalari yiiriiterek, molekiiler biyoloji ve
tiptaki cesitli problemlere teorik, analitik ve uygulamali hesaplama yaklasimlarina
odaklanmaktadir. Calismalar, NCBI arastirmacilari, bilim insanlar1 ve 6grencilerin yani sira
harici aragtirma topluluklari ile birlikte yiiriitilmektedir [85].

NCBI toplulugun uzmanlik alanlarina; DNA analizi, protein yapisi, fonksiyon analiz,
kimyasal bilisim, genom analizi, hesaplama biyolojisi ve bilgi bilimde ¢ok ¢esitli konulara
yogunlagmistir. Bu konulara 6rnek olarak, veritabani arama algoritmalari, sekans sinyali
tanimlamasi, evrimin matematiksel modellemesi, virolojide istatiksel yontemler, kimyasal
reaksiyon sistemlerinin dinamik davranigini, istatistiksel metin-geri kazanim algoritmalari,
protein yapisini, fonksiyon tahminini, karsilastirmali genom, taksonomi, agaclar,

popiilasyon genetigi ve sistem biyolojisi drnek olarak verilebilir [85].
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Yiiriitiilen ¢alismalar, NCBI’in halka acik veri tabanlarininin ve yazilim uygulama
araglarinin gelistirilmesine, bilimsel kesiflerle yenilik¢i algoritmalarin ve yeni arastirma

alanlarinin tespitine destek vermektedir [85].

2.1.1.2. Fasta ve Fastq Veri Formati

Fasta veri format: iki satirdan olusmaktadir. Ik satir > Kkarakteri ile baslayarak
dizilimi tanimlayan ifadelerle devam etmektedir. Ikinci satirinda ise DNA dizilim yer

almaktadir. Fasta veri formati Sekil 2.1°de gosterilmektedir.

FASTA

>SRR123456.789 length=36
TAAATCCTCGTACAACCCAGATGGCAACCCATTACC

Sekil 2.1. Fasta veri formati

Fastq format1 dort satirdan olugsmakta ve Fasta formatindan farkli olarak ‘@’ karakteri
ile baslamaktadir. Sonrasinda DNA dizi taniticis1 ve iste§e bagli agiklamayla devam
etmektedir. Fastq veri formatinda ikinci satirda ise DNA dizilimi yer almaktadir. Ugiincii
satir ‘+” Karakteri ile baglayarak dizi taniticis1 ve istege bagl agiklama ile devam etmektedir.
Son satirda da dizinin kalite degerleri ASCII kodlari ile gosterilmektedir. Kalite kodu, her
bir baz i¢in bir karakter olacak sekilde diziyle ayn1 boyuta sahip harflerden olugsmaktadir.
Fastq veri format1 Sekil 2.2°de gosterilmektedir.

FASTO

@ SRR 123456.789 length=36
TAAATCCTCGTACAACCCAGATGGCAACCCATTACC
+ SRR.123456.789 length=36
IIIIIIIISINISI-IIBCIEIES*?7=)1

Sekil 2.2. Fastq veri formati
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2.1.2. K-mer Uzunlugunun Belirlenmesi

L uzunlugunda bir dizinin k uzunlugundaki alt dizilerinin her biri k-mer olarak
adlandirilmaktadir. Sekil 2.3’de L=15 boyutlu 6rnek bir DNA dizisinin k=4 bazlik k-mer’leri

gosterilmektedir.

Dizi ATTGACCATGATAGC

K -mer'ler:

ATTG ACCA TGAT
TTGA CCAT GATA
TGAC CATG ATAG
GACC ATGA TAGC

Sekil 2.3. DNA dizisinin 4 bazlik k-mer’leri

Onerilen algoritmada k-mer, her bir okuma i¢in dizilimdeki essiz-tekrarsiz olan en
kiigiik alt diziyi ifade etmektedir. Bu islem DNA’s1 dizilenecek olan canlinin, tekrarli
okumalar sonucunda elde edilen parcalarin ortak bdlgelerinin gruplandiriimast igin
kullanilmaktadir. Gruplandirilan sekanslar kendi aralarinda hata diizeltme algoritmasina tabi
tutularak grubu ifade eden dogru dizilim elde edilmeye calisilmaktadir. Sekil 2.4’de k-mer

uzunlugu belirleme islemi anlatilmaktadir.

i= k-mer uzunlugu =2
j= indeks

012345 678910............500 .. ... .. .. 1000.. 6000 .. 10000
TC ATGTATA .. . oo T h AL LG L LT

L J

Secili alt dizi DNA'mn kalan kisrminda aranir

i T

012345678910 .. ... .. .. 10000 012345 678910 ... .. .. .. 10000
TATCATGTATA . o e T tlardarerara. o7
L J L J
k-mer uzunlugu artinlarak yeni alt dizi olusturulur. j 1 artinlarak alt dizi sag yinde kaydirilir,
o Aludiz, DNA'min kalan kisminda aramr, : Yeni alt dizi, DNAmm kalan kismda avamir.

i i i i

Sekil 2.4. Gelistirilen k-mer uzunlugu bulma algoritmasi ¢aligma sekli
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Ormegin k-mer uzunlugu 13 olarak bulunmus ise sekanslarm 13 boyutlu alt dizileri
sadece kendilerine 6zgli olmasi beklenmekte ve ayni okumadaki farkli hi¢ bir sekansta
bulunmasi beklenmemektedir. Ancak analiz edilen canli ¢ok kez okundugu i¢in secili alt
dizi, ortak okunan alanlardan olusturulan sekanslarda bulunabilmektedir. Secili alt dizi
global olarak tiim sekanslar arasinda arandiginda alt dizi i¢eren her sekans ayn1 konumun
okundugunu ifade ettiginden kendi i¢inde gruplandirilmig olmaktadir. Gelistirilen k-mer

uzunlugu bulma islemi akis diagrami Sekil 2.5’te gosterilmektedir.

i+=1 v <€

dna kmer Hay1r

. 0 kmer += dna[j + k]
ceriyor mu ?

v

k+=1

kmer
uzunlugu =i

Sekil 2.5. Gelistirilen k-mer uzunlugu bulma akis diagrami
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2.1.3 Sekanslarin Olusturulmasi

Yeni nesil dizileme cihazlari; az zamanda yiliksek dogruluk oranli sonuglar elde etmek
i¢cin okuma isleminde, tiim DNA dizilimini olusturmak yerine DNA’y1 pargalar-sekanslar
halinde olusturmaktadir. Onerilen hata giderme algoritmasinin bu kisa veri kiimeleri

tizerinde daha hizli ve dogru sonuglar elde etmektedir.

sekans 1 GCCGETAATGAAAAAGGCGAACTGETGETGCTTREACGCAAACGLTTCCG
sekans 2 GECTCCGLTCRCCAAT T TEAAAGCGATGTCGGTTGTCTGRAATTGTTCC
sekans 3 CCAACGCTGLCATTTAAAGATTTCGGLGGTCGCTTTATGGCACAAATGLT
sekans 4 CCGATAAGCTGRCCGTCAGAACCACGLLAAAATATCGTTTATCAGTGETGG
sekans 5 AGCGTTTTTGCCAGGAACTGGGTAAGCAAATTCCAGTGGLGATGACCCTG
sekans & AAAAGAATATGCCGATCGGT TCGGGCTTAGGCTCCAGTGCCTGTTCGGTG
sekans 7 TCGCGLCGCTEATGLECGATGAAT GAACACTGCGLGCAAGCCGCTTAATGALC
sekans B CTCGTTTGCTGGCTTTGATGGGCGAGCTGEAAGGCCGTATCTCCGGLAGL
sekans 9 TCATTACGACAACGTGLCACCGTGTTTTCTCGGTGGTATGCAGTTGATGA
sekans 18 : GAAGAAAACGACATCATCAGCCAGCAAGTGCCAGGGTTTGATGAGTGGEET
sekans 11 : TEELTECTELRCETATCCGLLEAT TAAAGTCTCGACGLGCAGAAGCCAGGGT
sekans 12 :  ATTTTACCGGCGCAGTATCGCCGCCAGGATTGCATTGCGCACGGGLGACA
sekans 13 : TGGCAGGCTTCATTCACGCCTGCTATTCCCGTCAGCCTGAGCTTGCCGLG
sekans n-2 GCTGATGAAAGATGTTATCGCTGAACCCTACCGTGAACGLTTACTGCCAG
sekans n-1 CTTCCGLCAGGCGCGLRCAGGLGETCGLGGAAATCGLCGLGETAGCGAGLG
sekans n GTATCTCCGGCTCCGGECCGACCTTGTTCGETCTGTGTGACAAGCCGRAA

Sekil 2.6. Olusturulan DNA sekanslari

Onerilen algoritmada yeni nesil dizileme cihazlari simiile edilerek dinamik olarak
belirlenen boyutlarda sekanslar olusturulmaktadir. Her sekans olusturulurken yine dinamik
olarak belirlenen hata oraniyla rastgele niikleotid degisimi, silinmesi veya eklenmesi hatalari
yapilmaktadir. Hata orani, gercek cihazlarin ¢alisma prensibi géz onilinde bulundurularak
%1-4 arasinda degisen degerlerde olmasmna dikkat edilmektedir. Olusturulan DNA
sekanslarin gériintimii Sekil 2.6’da gosterilmektedir.

Olusturulan sekanslarin sayisi, coverage (okuma derinligi veya kapsama) olarak ifade
edilen DNA analizi edilecek canlinin okuma derinligini ifade eden degiskene bagl olarak
hesaplanmaktadir. Olusturulan sekanslarin sayist Denklem 2.1°de gosterildigi gibi

hesaplanmaktadir.
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gxk 2.1)

Denklem 2.1°de kullanilan parametreler sunlardir:

n: Sekans sayis1

e g: Gen uzunlugu

k: Okuma derinligi (kapsama)

s: Sekans uzunlugu

2.1.4. K-mer Siiflarinin Olusturulmasi

Hata diizeltme algoritmasina gecilmeden Onceki son asama k-mer siniflarinin
olusturulmasidr. Ilk olarak rastgele bir sekans icerisinde rastgele indiste k-mer uzunlugunda
bir alt sekans belirlenmektedir. Belirlenen k-mer uzunluklu alt sekans tim olusturulan
sekanslarda aranmaktadir. Alt sekansi igeren sekanslar DNA dizisinde ayn1 konumu ifade
ettiginden bulunan sekanslar bir listede toplanmaktadir. Sonrasinda listede bulunan
sekanslar kullanilarak hata diizeltme siireci baslatilmaktadir.

Sekil 2.7°de 13 bazdan olusan k-mer alt sekansini iceren sekanslar k-mer’e gore
hizalanmis bir sekilde gosterilmektedir. Ayni k-mer’i barindan sekanslarin tespit edilme ve

listeye eklenmesi Sekil 2.8’de gdsterilen akis diagrami ile gerceklestirilmektedir.

TGCGTTATGCGOGUCGGAAAAATCGCGGCGGAAATTCCTCTATGACACCAAC
CGCGGAAAAATCGCOGCGTAAATTCCTCTATGACACCTACGTTGGGGCTG
CATCAGTTGCGTTATGCGIGCGGAAAAATCGCGGCGTAAATTCCTCTATGA
CTCGTCGACGGATTACTACCATCAGTTGCGTTATGCGIGCGGAAAAATCGC
TATGCGGCGGAAAAATCGCGUGCGTAAATTCCTCTATGACACCTACGTTGG
GACGGATTACTACCATCAGTTGCGTTATGCGLCGGAAAAATCGCGGCGAA
TTACTACCATCAGTTGCGTTATGCGGCGGAAAAATCGCGGCGTAAATTCC
[GCGGAAAAATCGCGGCGTAAATTCCTCTATGACACCTACGTTGGGGCTGG
TGCGTAATGCGGCGGAAAAATCGCGGCGTAAATTCCTCTATGACACCTAC
GTTATGCGGCGGAAAAATCGCGGCGTAAATTCCTCTATGACACCTACGTT
TACCATCAGTTGCGTTATGCGGCGGAAAAATCGCOGGCGTAAATTCCTCTA
TCAGTTGCGTTATGCGIGCGGAAAAATCGCGGCGTAAATTCCTCTATGACA

Sekil 2.7. Uzunlugu 13 olan k-mer’in sekanslar1 siniflandirmasi
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sekanslar
sekansSay1s1
sekansIndis

bazlndis
kmerSekans

v

i:

Hayir

0

sekanslar]|i]
kmerSekans
{ceriyor mu?

i+=1 1 > sekansSayis1

indis = -
kmerSekans'in sekansIn.chs
sekanslar(i]'deki bazIndis

baslangi¢ indisi

sekansIndis.ekle(i)
bazIndis.ekle(indis)

Sekil 2.8. Aynm1 k-mer — alt sekans igeren sekanslarin belirleme islemi akis
diagrami

2.1.5. Hatah Sekansin Tespiti

Aynm1 k-mer uzunluklu alt-sekans1 iceren sekanslar k-mer konumlarina gore
hizalanmaktadir. Hizalanma isleminden sonra alt-sekansin sag ve sol yoniinde hata arama
slireci baglamaktadir. Bu siirecte ilk olarak kontrol sol yone dogru baslamakta ve k-mer
uzunlugu kadar devam etmektedir. Sol yonlii tarama igleminin sag yonlii tarama isleminden
farki indisin artarak degil azalarak ilerlemesidir. Sag yonlii hatali sekans bulma islemi

asagida adimlar halinde agiklanmaktadir (Sekil 2.9):
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CTCGTCGACGGATTACTACCATCAGTTGCGTTATGC

Sol Sag
- B

‘ TGCGTTATGUGLGCGGAAAAATCGCLGCGONWAATTCCTCTATGACACCAAC |
JGCGGAAAAATCGCLGCGIIAAATTCCTCTATGACACCTACGTTGGGGCTG
GCGGAAAAATCGCLGCGIAAATTCCTCTATGA
FCGGAAAAATCGC
GCGGAAAAATCGCLGCGIAAATTCCTCTATGACACCTACGTTIGG
GCGGAAAAATCGCGGCGAA |
GCGGAAAAATCGCGGCETAAATTCC
GCGGAAAAATCGCLGCGIAAATTCCTCTATGACACCTACGTTGGGGCTGG
‘ TGCGTAATGRGGCGGAAAAATCGCGGCT. \AATTCCTCTATGACACCTAq'

GTTATGLGGCGGAAAAATCGCLGCGIIAAATTCCTCTATGACACCTACGTT

TACCATCAGTTGCGTTATGCIGGCGGAAAAATCGOGGCGTAAATTCCTCTA
I

-

CATCAGTTGCGTTATGL

TATG|
| GACGGATTACTACCATCAGTTGCGTTATGC)
TTACTACCATCAGTTGCGTTATGL

[HEES]EA RN

0 ) GooY

TCAGTTGCGTTATGLGGCGGAAAAATCGCGGCGIAAATTCCTCTATGACA

Sekil 2.9. Hatali sekansin tespit edilmesi

Sag yondeki ilerleme her sekansin alt-sekans (k-mer) bitisinden sonraki indisten
baslamakta (i. indis) ve artarak devam etmektedir.

Siras1 gelen islem indisinde global ¢ogunluk oylama yapilarak o indisin olmasi
gereken niikleotid belirlenmektedir. Yani ayn1 gruptaki sekanslarin belirlenen indiste
hangi niikleotidin olmasi gerektigine en fazla bulunan niikleotid sayis1 ile karar
verilmektedir. Ornegin 12 sekans icin i. indiste toplam 10 adet T ve 2 adet A
niikleotidi tespit edilmis ise i. indiste T niikleotidi olmasi gerektigi sonucuna
varilmaktadir.

I. indisin olmas1 gereken niikleotidi belirlendikten sonra o niikleotidden farkli
niikleotide sahip olan sekans yok ise tarama islemi bir sonraki indise gecerek ((i +
1). indis) siire¢ devam etmektedir (2. adim).

i indisi dogru niikleotidden farkli bir niikleotid igiren sekanslar var ise farkliligin
bulundugu ilk sekansin indisi hatali indis, sekans ise hatali sekans olarak
belirlenmektedir. Sekil 2.9°da hatali sekans ve indisler renkli kutucuklar igerisine
alinarak gosterilmektedir.

Sag yonlii tarama islemiyle hatali bulunan niikleotid diizeltilemez ise sag yonlii
tarama (i + 1). indisten taramaya devam ederek bir sonraki hatayir bulmaya
calismaktadir. Eger hata diizeltilmis ise i arttirllmayarak ayni indiste bagka hata var
mi diye kontrol edilmektedir (2. adim).

Bahsedilen sekilde k-mer boyu kadar indis kontrol edildikten sonra yeni bir k-mer

uzunluklu alt sekans belirlenerek hata arama siireci devam ettirilmektedir (1. adim).
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7. Sag yonlii ilerleme yapilirken her sag ilerleme igin bir sol ilerleme yapilmaktadir.
Bunun sebebi eger aranan alt sekansta hata ver ise bunu bir sonraki alt sekans ile
diizeltmektir.

8. Sag yonlii yapilan islemlerin hepsi benzer sekilde sol yonlii de yapilmaktadir. Sol

yonlii islemlerde i azaltilarak arama devam ettirilmektedir.

2.1.6. Sekanstaki Hata Tipinin Bulunmasi

Hatal1 sekans bulma isleminde oldugu gibi hata tiiriinii bulma islemi de sag ve sol
yonlii akiglarda kiiciik farkliliklar gostermektedir. Ilk adim olarak gerceklesen sol yonlii
kontrol igsleminde bulunan hatali sekansin, hatali indisi (i. indis) iizerinde hata tipi tespit
islemi baslamaktadir.

Hata tipinin tespiti i¢in i. indisten baslayarak i arttirilarak karsilastirma islemi
yapilmaktadir. Niikleotidlerin karsilagtirilmasi K-mer uzunlugu kadar devam etmektedir. Her
bir niikleotid (i - 1), i ve (i + 1). indislerinin global ¢cogunluk oylamas: sonucu dogru olarak
belirlenen niikleotid ile karsilagtirilmaktadir. Karsilastirma sonucu esit ise ilgili hata tipi
sayact 1 artirlmaktadir. Tim indislerdeki karsilastirma islemi bitince hata tiplerinin
sayaclar1 kontrol edilerek sayaci biiylik olan hata tipi gerceklesen hata tipi olarak kabul
edilmektedir. Sag yonlii karsilastirma; silinme, karsilikli kargilastirma; degisim ve sol yonlii
karsilastirma; eklenme hata tipini ifade etmektedir. Sekil 2.10°da sag yonlii karsilagtirma ve
sayag artirma islemi gosterilmektedir. Sekil 2.10°da tespit edilen hata tipi silinme ve silinen
niikleotid A olarak belirlenmektedir.

Sol yonlii hata tespit isleminin sag yonliiden farki karsilagtirma isleminin i. indisten
baglayarak i azaltilarak k-mer uzunlugu kadar karsilastirilma yapilmasidir. Sag yonlii
karsilastirma (i + 1); eklenme, karsilikli karsilastirma (i); degisim ve sol yonlii karsilastirma
(i - 1); silinme hata tipini ifade etmektedir. Sekil 2.11’de sol yonlii karsilagtirma ve sayag
artirma islemi gosterilmektedir. Bu sekilde tespit edilen hata tipi degisim ve degisen

nukleotid A olarak belirlenmektedir.
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Sol Sag
«— _— >

i i+k-mer uzunlugu

TGCGTTATGCGCGCGGAAAAATCGCGGCGgAAATTCCTCTATgACACCAAC

I

G o G Eklenme +1

TGCGTTATGCGCGCGGAAAAATCGCGGCGGAAATTCCTCTATGACACCAAC

/l\ Silinme +1
A G A

Eklenme +1

TGCGTTATGCGCGCGGAAAAATCGCGGCGGAAATTCCTCTATGACACCAAC

/l,\ Silinme +1
G 4 A

Degisim +1

Sekil 2.10. Sag yoniinde karsilagtirma ve sayag artirma islemi

Sol Sag
< —_—>

i+k-mer uzunlugu i

4
CATCAGTTGCGTTATGTGGCGGAAAAATCGCGGCGTAAATTCCTCTATGA

/N

G A G

CATCAGTTGCGTTATGTGGCGGAAAAATCGCGGCGTAAATTCCTCTATGA

/l\ Degisim +1
T g A

CATCAGTTGCGTTATGTGGCGGAAAAATCGCGGCGTAAATTCCTCTATGA

/i\ Degisim +1
AT G

Sekil 2.11. Sol yoniinde karsilagtirma ve sayag artirma islemi
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2.1.7. Hatamin Diizeltilmesi

Hatali sekans, hatali indis (i. indis) ve hata tiiriniin tespit edilmesi ile sira hatanin
diizeltilmesi islemine gelmektedir. Diizeltme islemi, hatali indiste bulunmasi gereken
niikleotidin yani dogru niikleotidin (indisin grup i¢inde global ¢ogunluk oylama ile bulunan)
hata tiirlerine gore dizilimde diizeltilmesine dayanmaktadir. Hata tiirlerine gore yapilan
islemler sag ve sol yonlii karsilastirma i¢in farklilik gostermektedir. Sag yonlii karsilagtirma

isleminde gelistirilen hata diizeltme islemi akis diagrami Sekil 2.12°de gosterilmektedir.

sekans
sekansBoyu
indis
baz
sonBaz

sekans = sekans[0, indis]
+ baz + sekans[indis,
sekansBoyu-indis-1]

Silinme

sekans = sekans[0, indis] -
Eklenme + sekans[indis+1, - sekans
hatasi mu ? (sekansBoyu-indis-1)] + d
sonBaz

sekans = sekans[0, indis]
+ baz + sekans[indis+1,
(sekansBoyu-indis-1)]

Degisim

Sekil 2.12. Sag yonlii karsilagtirma icin gelistirilen hata diizeltme islemi akis
diagrami
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Sag yonlii karsilastirma isleminde hatanin diizeltilmesi:
Silinme hatas1 i¢in dogru niikleotid, hatali indisin bir onceki (i - 1) indisine
eklenmektedir. Eklenme isleminde sekans uzunlugundaki asmayi engellemek icin
eklenen niikleotid kadar dizilim sonundan niikleotid silinmektedir.
Eklenme hatast i¢in hatali indisteki niikleotid silinmektedir. Silinme islemi ile
kisalan sekans uzunlugunu gidermek igin silinen niikleotid kadar son indis i¢in global
cogunluk oylamasi yapilarak bulunan niikleotid sekans sonunda eklenmektedir.
Degisim hatasi i¢in dogru niikleotid, hatal1 indisteki niikleotid ile degistirilerek hata
giderilmektedir.

Sag yonli karsilastirma igin gelistirilen hata diizeltme islemi Sekil 2.13’de

gosterilmektedir.

Silinme hatasi
Dogru nukleotit A

Ekleme hatasi ,
Dogru nikleotit T Silinen niikleotit Eklenen nikleotit

Degisim hatasi
Dogru nukleotit A

CATCAGTTGCGTTATGTGGCGGAAAAATCGCGGCGTAAATTCCTCTATGA

Eklenen nitkleotit Silinen niikleotit

CATCAGTTGCGTTATGTGGCGGAAAAATCGCGGCATAAATTCCTCTATGA

CATCAGTTGCGTTATGTGGCGGAAAAATCGCGGCGTAAATTCCTCTATGA

CATCAGTTGCGTTATGTGGCGGAAAAATCGCGGCTAAATTCCTCTATGAT

CATCAGTTGCGTTATGTGGCGGAAAAATCGCGGCGTAAATTCCTCTATGA

A

Degigen niikleotit

CATCAGTTGCGTTATGTGGCGGAAAAATCGCGGCXTAAATTCCTCTATGA

Sekil 2.13. Sag yonlii karsilagtirma icin gelistirilen hata diizeltme islemi

Sol yonlii karsilagtirma isleminde hatanin diizeltilmesi:
Silinme hatas1 i¢in dogru niikleotid, hatali indisin bir sonraki (i + 1) indisine
eklenmektedir. Eklenme isleminde sekans uzunlugundaki asmayi engellemek icin
eklenen niikleotid kadar dizilim sonundan niikleotid silinmektedir.
Eklenme hatasi i¢in hatali indisteki niikleotid silinmektedir. Silinme islemi ile
kisalan sekans uzunlugunu gidermek i¢in silinen niikleotid kadar son indis i¢in global

cogunluk oylamasi yapilarak bulunan niikleotid sekans sonunda eklenmektedir.
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e Degisim hatasi i¢in dogru niikleotid, hatal1 indisteki niikleotid ile degistirilerek hata

giderilmektedir.

sckans
sckansBoyu
indis
baz
sonBaz

Silinme

sekans = sekans[0,
indist1] + baz +
sekans[indis+1,
sekansBoyu-indis-2]

sekans = sekans|0, indis]
+ sekans[indis+1,
(sekansBoyu-indis-1)] +
sonBaz

h 4

sckans = sekans[0, indis]
+ baz + sekans[indis+1,
(sekansBoyu-indis-1)]

h 4

sekans

Sekil 2.14. Sol yonlii karsilastirma igin gelistirilen hata diizeltme islemi akis

diagrami

Sol yonlii karsilastirma isleminde gelistirilen hata diizeltme islemi akis diagrami Sekil

2.14°de gosterilmektedir. Sol yonlii karsilastirma igin gelistirilen hata diizeltme islemi Sekil

2.15’te gosterilmektedir.
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CATCAGTTGCGTTATGCGGCGGAAAAATCGCGGCGTAAATTCCTCTATGA

Silinme hatasi Fklenen nitkleotit Silinen niikleotit
Dogru nukleotit A

CATCAGTTGCGTTATGACGGCGGAAAAATCGCGGCGTAAATTCCTCTATG

CATCAGTTGCGTTATGCGGCGGAAAAATCGCGGCGTAAATTCCTCTATGA

Ekleme hatasi
Dogru nukleotit T

Silinen nitkleotit Fklenen niikleotit

CATCAGTTGCGTTATCGGCGGAAAAATCGCGGCGTAAATTCCTCTATGAT

CATCAGTTGCGTTATGCGGCGGAAAAATCGCGGCGTAAATTCCTCTATGA

A

Degisen niikleotit

Degisim hatasi
Dogru nukleotit A

CATCAGTTGCGTTATACGGCGGAAAAATCGCGGCGTAAATTCCTCTATGA

Sekil 2.15. Sol yonlii karsilagtirma igin gelistirilen hata diizeltme islemi

2.1.8. Yeni K-mer Sinifinin Belirlenmesi

Olusturulan k-mer sinifindaki tiim hatali sekanslarin dizilimi diizeltildikten sonraki
adim yeni k-mer boyu uzunlugunda alt-sekansin belirlenmesi ve yeni k-mer simifinin
olusturulmasidir. Gelistirilen yontemde yeni k-mer sinifinin belirlenme islemi Sekil 2.16’da

gosterilmektedir.

Alt sekans
e
. I
CATCAGTTGCGTTATGCGGCGGAAAAATCGCGGCGTAAATTCCTCTATGA

L J . J
RS RS

Yeni sol alt sekans Yeni sag alt sekans

Sekil 2.16. Yeni k-mer siifinin belirlenme islemi
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Sol Sag
< _—>

| k-mer ‘

Yeni sol k-mer Yeni sag k-mer

N /N

Yeni sag k-mer

Yeni sol k-mer Kontrol k-mer Kontrol k-mer

- /N

Kontrol k-mer

Yeni sol k-mer Kentrol k-mer Yeni sag k-mer

a /N

Yeni sag k-mer

Kontrol k-mer

Kontrol k-mer

Yeni sol K-mer

Sekil 2.17. Yeni k-mer’le olusan agac yapist

Hata diizeltme islemi bittiginde k-mer uzunluklu alt sekansin sag ve solundaki k-mer
uzunluklu alt sekanslar yeni k-mer’ler olarak belirlenmektedir. Belirlenen k-mer’ler biitiin
sekanslarda aranarak sag ve sol yonlii yeni k-mer smiflilar1 olusturulmaktadir. K-mer
siiflar1 olusturulduktan sonra hatali sekans tespit islemi baglayarak siire¢ devam
ettirilmektedir.

K-mer belirleme isleminde solun sol ve sagin sag yoniine siirekli yeni k-mer’ler olusur.
Herhangi bir sekansta bir onceki k-mer dizilimi hatali olup k-mer sekans siniflandirilmasina
dahil olamayan sekanslardaki hatalar1 diizeltmek i¢in sagin sag ve solun sol yoniine kontrol
k-mer’leri olusturulmaktadir. Kontrol k-mer’leri sekanslarda aranir ve k-mer sekans sinifi
olusturulur. K-mer’in sag ve sol yoniinde k-mer boyutu kadar alan1 (Bu bolge bir 6nceki k-
mer alanini ifade eder.) tarayip hatalar1 giderdigi i¢in bir dnceki k-mer’in hatali alanm
diizeltilir.

Yeni k-mer olusturma isleminde olusan k-mer’ler agacin diigiimlerini ifade ettigi i¢in
paralel calismaya uygun agac yapist olusmus olur. Sekil 2.17°de yeni k-mer’lerin

olusturulmasi ile olusan agag yapisi gosterilmektedir.



3. BULGULAR

Onerilen algoritma E. coli K12-MG1665 genomu referans alinarak farkli okuma
uzunluguna sahip, farkli kapsama degerlerinde ve farkli hata oranli veri kiimeleri
kullanilarak test edilmistir (Tablo 3.1). Algoritma performansi duyarlilik ve o6zgiilliik

verilerine gore degerlendirilmistir (Tablo 3.2).

Tablo 3.1. Deneysel ¢aligmada kullanilan veri setleri ve 6zellikleri

Hata Okunan | Okunan
Veri seti LS Oram e Kapsama | Sekans | Niikleotid
Uzunlugu Uzunlugu
(%) Sayisi Sayisi

D1 10200 1 50 20 4080 204000
D2 10200 1 50 50 10200 510000
D3 10200 1 50 75 15300 765000
D4 10200 1 75 20 2720 204000
D5 10200 1 75 50 6800 510000
D6 10200 1 75 75 10200 765000
D7 10200 1 100 20 2040 204000
D8 10200 1 100 50 5100 510000
D9 10200 1 100 75 7650 765000
D10 10200 2 50 20 4080 204000
D11 10200 2 50 50 10200 510000
D12 10200 2 50 75 15300 765000
D13 10200 2 75 20 2720 204000
D14 10200 2 75 50 6800 510000
D15 10200 2 75 75 765000 765000
D16 10200 2 100 20 2040 204000
D17 10200 2 100 50 5100 510000
D18 10200 2 100 75 7650 765000
D19 10200 3 50 20 4080 204000




Tablo 3.1’in devami
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Hata Okunan | Okunan
Veri seti PNA Oram Sekans Kapsama | Sekans | Niikleotid
Uzunlugu Uzunlugu

(%) Sayisi Sayisi
D20 10200 3 50 50 10200 510000
D21 10200 3 50 75 15300 765000
D22 10200 3 75 20 2720 204000
D23 10200 3 75 50 6800 510000
D24 10200 3 75 75 10200 765000
D25 10200 3 100 20 2040 204000
D26 10200 3 100 50 5100 510000
D27 10200 3 100 75 7650 765000
D28 10200 4 50 20 4080 204000
D29 10200 4 50 50 10200 510000
D30 10200 4 50 75 15300 765000
D31 10200 4 75 20 2720 204000
D32 10200 4 75 50 6800 510000
D33 10200 4 75 75 10200 765000
D34 10200 4 100 20 2040 204000
D35 10200 4 100 50 5100 510000
D36 10200 4 100 75 7650 765000
D37 50000 1 50 20 20000 1000000
D38 50000 1 50 50 50000 2500000
D39 50000 1 50 75 75000 3750000
D40 50000 1 75 20 13333 1000000
D41 50000 1 75 50 33333 2500000
D42 50000 1 75 75 50000 3750000
D43 50000 1 100 20 10000 1000000
D44 50000 1 100 50 25000 2500000
D45 50000 1 100 75 37500 3750000
D46 50000 2 50 20 20000 1000000
D47 50000 2 50 50 50000 2500000




Tablo 3.1’in devami
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Hata Okunan | Okunan
Veri seti PNA Oram Sekans Kapsama | Sekans | Niikleotid
Uzunlugu Uzunlugu

(%) Sayisi Sayisi
D48 50000 2 50 75 75000 3750000
D49 50000 2 75 20 13333 1000000
D50 50000 2 75 50 33333 2500000
D51 50000 2 75 75 50000 3750000
D52 50000 2 100 20 10000 1000000
D53 50000 2 100 50 25000 2500000
D54 50000 2 100 75 37500 3750000
D55 50000 3 50 20 20000 1000000
D56 50000 3 50 50 50000 2500000
D57 50000 3 50 75 75000 3750000
D58 50000 3 75 20 13333 1000000
D59 50000 3 75 50 33333 2500000
D60 50000 3 75 75 50000 3750000
D61 50000 3 100 20 10000 1000000
D62 50000 3 100 50 25000 2500000
D63 50000 3 100 75 37500 3750000
D64 50000 4 50 20 20000 1000000
D65 50000 4 50 50 50000 2500000
D66 50000 4 50 75 75000 3750000
D67 50000 4 75 20 13333 1000000
D68 50000 4 75 50 33333 2500000
D69 50000 4 75 75 50000 3750000
D70 50000 4 100 20 10000 1000000
D71 50000 4 100 50 25000 2500000
D72 50000 4 100 75 37500 3750000
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Tablo 3.2. Duyarlilik ve 6zgiilliik test sonuglari

Veriseti Duyarhbk | Ozgiillik Veriseti Duyarhbk | Ozgiilliik
D1 99,63 99,92 D37 97,75 99,89
D2 99,65 99,92 D38 97,77 99,92
D3 99,72 99,94 D39 99,78 99,92
D4 99,64 99,94 D40 97,77 99,90
D5 99,65 99,96 D41 97,81 99,93
D6 99,75 99,96 D42 97,88 99,97
D7 99,63 99,90 D43 97,52 99,82
D8 99, 85 99,95 D44 97,53 99,85
D9 99,70 99,98 D45 97,60 99,86
D10 98,30 99,6 D46 96,22 99,70
D11 98,75 99,88 D47 96,29 99,84
D12 99,90 99,92 D48 96,45 99,96
D13 99,00 99,96 D49 97,91 99,90
D14 99,27 99,90 D50 98,70 99,90
D15 99,41 99,95 D51 98,83 99,92
D16 98,98 99,49 D52 96,11 98,74
D17 99,00 99,57 D53 96,17 98,75
D18 99,13 99,63 D54 97,31 98,88
D19 98,22 99,78 D55 92,96 97,12
D20 98,51 99,79 D56 95,20 97,27
D21 98,80 99,82 D57 95,36 97,29
D22 98,75 98,81 D58 94,84 98,00
D23 08,77 98,83 D59 94,21 98,61
D24 98,91 98,84 D60 97,01 98,75
D25 98,12 99,01 D61 92,29 96,21
D26 98,18 99,09 D62 93,24 96,52
D27 98,24 99,15 D63 95,67 97,74
D28 94,26 96,57 D64 89,16 92,65
D29 97,13 99,14 D65 93,22 97,17
D30 98,52 99,68 D66 94,41 97,28
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Tablo 3.2’nin devami

Veriseti Duyarhbk | Ozgiillik Veriseti Duyarhbk | Ozgiilliik
D31 96,06 97,74 D67 91,60 95,00
D32 97,33 98,71 D68 97,03 98,14
D33 97,99 98,85 D69 97,24 98,08
D34 96,03 98,69 D70 93,12 93,96
D35 96,45 98,72 D71 94,11 95,32
D36 96,98 98,78 D72 95,03 96,63

Onerilen algoritma Tablo 3.1°de 6zellikleri verilen veri setleri ile test edilip elde edilen
dizilimlerin duyarlilik ve 6zgiillik degerleri hesaplanmistir. Farkli sekans uzunlugu ile
calisip diger ozellikleri ayni olan veri setleri gruplandirilmis ve sekans uzunlugunun
duyarlilik ve 6zgiilliik degeri lizerindeki etkisi irdelenmistir. Tablo 3.3’te olusturulan veri
seti gruplar1 gosterilmektedir.

Sekans uzunlugunun kii¢iik olmasi ¢ok fazla sekans arasinda islem yaptirip islem
siireni uzatabilecegi ve hata diizeltme performansini diisiirebilecegi 6n goriilmektedir.
Biiytik uzunluklu sekanslarin ise hatali niikleotidin tespiti i¢in fazla alt sekans-kmer tiretimi
gerektirdigi i¢in islem siiresini uzatip hatali niikleotidin yakalanma oranii diiserecegi
gozlemlenmistir. Bu sonuglar dogrultusunda nerilen algoritma galigma kosullarina gore test
edilip hata diizeltme becerisinin en iyi oldugu sekans uzunlugu tespit edilmelidir.

Sekil 3.1 ‘de 10200 uzunluklu DNA dizilimi {izerinde test islemleri yapilmistir. Bu test
islemleri ile belirtilen uzunluklu DNA dizilime isleminde sekans uzunluklarinin duyarlilik
tizerinde etkisi gozlemlenmektedir. Sekil incelendiginde, yapilan deneylerde 50 ve 100
uzunluklu sekanslarin istikrarli ve kesin yargiya varilacak sonuglari gézlemlenmese de 75
uzunluklu sekanslarla yapilan islemlerin daha 1yi sonuclar elde ettigi gozlemlenmistir. Sekil
3.2’de ise 50000 uzunluklu DNA dizilimi tizerinde test islemleri yapilmistir. Sekil
incelendiginde de yine 75 sekans uzunluklu yapilan testlerin duyarlilik degeri daha iyi

oldugu gozlemlenmistir.
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Tablo 3.3. Onerilen algoritmanin sekans uzunlugu deneyi veri seti gruplari

Deney grubu Veri setleri Deney grubu Veri setleri
DG1 D1-D4-D7 DG13 D37-D40-D43
DG2 D2-D5-D8 DG14 D38-D41-D44
DG3 D3-D6-D9 DG15 D39-D42-D45
DG4 D10-D13-D16 DG16 D46-D49-D52
DG5 D11-D14-D17 DG17 D47-D50-D53
DG6 D12-D15-D18 DG18 D48-D51-D54
DG7 D19-D22-D25 DG19 D55-D58-D61
DG8 D20-D23-D26 DG20 D56-D59-D62
DG9 D21-D24-D27 DG21 D57-D60-D63

DG10 D28-D31-D34 DG22 D64-D67-D70
DG11 D29-D32-D35 DG23 D65-D68-D71
DG12 D30-D33-D36 DG24 D66-D69-D72

Sekans uzunlugu - Duyarlilik
101

100
99
98
97
9%
95
9
93
92

91

DG1 DG2 DG3 DG4 DG5 DG6 DG7 DG8 DG9 DG10 DG11 DG12

B Sekans uzunlugu=50 B Sekans uzunlugu=75 B Sekans uzunlugu=100

Sekil 3.1. Onerilen algoritmanin 10200 uzunluklu DNA iizerinde sekans uzunlugu —
duyarlhlik iligkisi
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Sekans uzunlugu - Duyarlilik

102
100
98
9%
94
92
90
88
86
84

82
DG13 DG14 DG15 DGl6 DG17 DG18 DG19 DG20 DG21 DG22 DG23 DG24

B Sekans uzunlugu=50 B Sekans uzunlugu=75 B Sekans uzunlugu=100

Sekil 3.2. Onerilen algoritmanin 50000 uzunluklu DNA iizerinde sekans uzunlugu —
duyarhlik iligkisi

Sekans uzunlugu - Ozgiilliik
101

100
99
98
97
96

95

94

DGS9 DG10 DG11 DG12

B Sekans uzunlugu=50 B Sekans uzunlugu=75 B Sekans uzunlugu=100

Sekil 3.3. Onerilen algoritmanin 10200 uzunluklu DNA iizerinde uzunlugu — 6zgiilliik
iliskisi
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Sekans uzunlugu - Ozgiilliik

102

100

98

96

94

92

90

88
DG13 DG14 DG15 DGl6 DG17 DG18 DG19 DG20 DG21 DG22 DG23 DG24

B Sekans uzunlugu=50 B Sekans uzunlugu=75 B Sekans uzunlugu=100

Sekil 3.4. Onerilen algoritmanin 50000 uzunluklu DNA iizerinde uzunlugu — 6zgiilliik
iligkisi

Sekil 3.3’te 10200 ve sekil 3.4’te 50000 uzunluklu DNA’lar, farkli uzunluklu
sekanslarla dizilime c¢alismasi yapilmis elde edilen dizilimin 6zgiilliikk sonuglari
degerlendirilmistir. Sekiller incelendiginde sekans uzunlugu 75 olan deneylerin 6zgiilliik
degerleri 50 ve 100 uzunluklu sekanslarla yapilan testlerin 6zgiilliik degerinden daha iyi
sonug vermistir.

Sekil 3.1-3.4 incelendiginde iki DNA uzunlugu iizerinde yapilan testlerin 75 uzunluklu
sekanslarda daha iyi sonuglar elde ettigi gozlemlenmistir. Bu sonugla 6nerilen algoritmanin
75 sekans uzunlugu ile daha istikrarli ve iyi sonuglar iirettigi sonucuna varilmaktadir.

Kapsama degerinin duyarlilik ve 6zgiillik sonuglar izerindeki etkisini gézlemlemek
icin tablo 3.2’ deki deney sonuglari, farkli kapsama degeri icerip diger 6zellikleri ayni olacak
sekilde gruplandirilmistir. Olusan gruplarda tablo 3.4’ te gosterilemektedir. Gruplandirilan
test sonuglar sekil 3.5 — 3.8” de irdelenmistir.

Sekil 3.5’te 10200 ve Sekil 3.6’da 50000 uzunluklu DNA dizilimli ¢alismalarda
kapsama degerinin artmast ile elde edilen duyarlilik sonucundaki degisim
gozlemlenmektedir. Sekil 3.7°de 10200 ve Sekil 3.8’de 50000 uzunluklu DNA pargalarinin
farkli kapsama degeri ile dizilenip elde edilen 6zgiilliik degerleri gosterilmektedir. Sekil 3.5-

3.8 incelendiginde duyarlilik ve 6zgiilliik degerlerinin kapsama degeriyle dogru orantili
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olduklar1 gézlemlenmektedir. Cilinkii kapsama degeri fazla olan calismalarda sekanslar da
dogru orantili olarak fazla okunur. Bu sekilde bir bolge tekrarli okunur. Tekrarli okumalar

ile hatalarin yakalanmasi ve diizeltilme becerisi artmaktadir.

Tablo 3.4. Onerilen algoritmanin kapsama degeri deneyi veri seti gruplar

Deney Veri setleri Deney Veri setleri Deney Veri setleri
grubu grubu grubu
DG1 D1-D2-D3 DG9 D25-D26-D27 DG17 D49-D50-D51
DG2 D4-D5-D6 DG10 D28-D29-D30 DG18 D52-D53-D54
DG3 D7-D8-D9 DG11 D31-D32-D33 DG19 D55-D56-D57

DG4 D10-D11-D12 DG12 D34-D35-D36 DG20 D58-D59-D60
DG5 D13-D14-D15 DG13 D37-D38-D39 DG21 D61-D62-D63
DG6 D16-D17-D18 DG14 D40-D41-D42 DG22 D64-D65-D66
DG7 D19-D20-D21 DG15 D43-D42-D45 DG23 D67-D68-D69
DG8 D22-D23-D24 DG16 D46-D47-D48 DG24 D70-D71-D72

Kapsama - Duyarlilik

101
100
99
98
97
9%
95
9
93
92

91

DG3 DG4 DG5 DG6 DG7 DG8 DGS9 DG10 DG11 DG12

W Kapsama=20 MKapsama=50 M Kapsama=75

Sekil 3.5. Onerilen algoritmanin 10200 uzunluklu DNA {izerinde kapsama degeri —
duyarlhlik iligkisi
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Kapsama- Duyarlilik

102
100
98
9%
94
92
90
88
86
84

82
DG13 DG14 DG15 DGl6 DG17 DG18 DG19 DG20 DG21 DG22 DG23 DG24

B Kapsama=20 M Kapsama=50 ™M Kapsama=75

Sekil 3.6. Onerilen algoritmanin 50000 uzunluklu DNA {izerinde kapsama degeri —
duyarhlik iligkisi

Kapsama - Ozgiilliik
101

100
99
98
97
96

95

94
DGS9 DG10 DG11 DG12

W Kapsama=20 MKapsama=50 M Kapsama=75

Sekil 3.7. Onerilen algoritmanim 10200 uzunluklu DNA {izerinde kapsama degeri — 6zgiilliik
iligkisi
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Kapsama - Ozgiilliik

102

100

98

96

94

92

90

88
DG13 DG14 DG15 DGl6 DG17 DG18 DG19 DG20 DG21 DG22 DG23 DG24

B Kapsama=20 M Kapsama=50 ™M Kapsama=75

Sekil 3.8. Onerilen algoritmanim 50000 uzunluklu DNA iizerinde kapsama degeri — 6zgiilliik
iliskisi

Gergeklestirilen deney sonuclar1 ve sonuglarla olusturulan grafikler incelendiginde
onerilen algoritmanin, verilen veri setleri i¢inde en iyi duyarlilik ve 6zgiilliik sonuglarina 75
kapsama degeri ile eristigi gozlemlenmistir.

Hata oraninin duyarlilik ve 6zgiillik degerleri lizerindeki etkisinin incelenmesi igin
Tablo 3.2°deki deney sonuglarinin hata oranlar1 farkli diger 6zellikleri ayn1 olacak sekilde
gruplara ayrilmigtir. Olusan veri seti gruplart Tablo 3.5’te gosterilmektedir.

Hata oraninin, duyarlilik sonuglar1 tizerindeki etkisi sekil 3.9 ve sekil 3.10°da, 6zgiilliik
degeri tizerinde etkisi Sekil 3.11 ve Sekil 3.12°de gozlemlenmistir. Sekiller irdelendiginde
genel olarak hata orani ile sonuglar arasinda dogru orant1 oldugu tespit edilmistir. Hata oram
yiiksek olan yeni nesil dizileme cihazlarinda sekanslar hata oranina gore belirlenen sayida
k-mer ile incelendiginde hatalarin daha ¢ok giderilmesi 6n goriilmektedir. Bu 6neri tiim hata
oranli cihazlar i¢in performans arttiracak olsa da liizumsuz ¢alismay1 saglayabilecegi igin
tizerinde ¢alisilmasi gereken bir problem olarak goriilmektedir. Bu probleme, yeni nesil
cihazlarin hata oranlarinin yaklasik degeri bilindigi goz oniinde bulundurularak cihazlara

gore k-mer sayisi belirleme deneyleri yapilarak ¢6ziim aranabilir.
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Tablo 3.5. Onerilen algoritmanin hata orani deneyi veri seti gruplar

Deney grubu Veri setleri Deney grubu Veri setleri
DG1 D1-D10-D19-D28 DG10 D37-D46-D55-D64
DG2 D2-D11-D20-D29 DG11 D38-D47-D56-D65
DG3 D3-D12-D21-D30 DG12 D39-D48-D57-D66
DG4 D4-D13-D22-D31 DG13 D40-D49-D58-D67
DG5 D5-D14-D23-D32 DG14 D41-D50-D59-D68
DG6 D6-D15-D24-D33 DG15 D42-D51-D60-D69
DG7 D7-D16-D25-D34 DG16 D43-D52-D61-D70
DG8 D8-D17-D26-D35 DG17 D44-D53-D62-D71
DG9 D9-D18-D27-D36 DG18 D45-D54-D63-D72

Hata Orani - Duyarlilik

120

100

80

60

40

20

B Hata Orani=%1 M Hata Orani=%2 M Hata Orani=%3 M Hata Orani= %4

Sekil 3.9. Onerilen algoritmanm 10200 uzunluklu DNA iizerinde hata orani — duyarlilik
iliskisi
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Hata Orani1 - Duyarlilik
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B Hata Orani=%1 M Hata Orani=%2 M Hata Orani=%3 MW Hata Orani= %4

Sekil 3.10. Onerilen algoritmanin 50000 uzunluklu DNA iizerinde hata orani —

iliskisi

Hata Orani - Ozgiilliik
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DG18

duyarlilik

Sekil 3.11. Onerilen algoritmanin 10200 uzunluklu DNA iizerinde hata oran1 — 6zgiilliik

iliskisi
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Hata Orani - Ozgiilliik
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B Hata Orani=%1 M Hata Orani=%2 M Hata Orani=%3 MW Hata Orani= %4

Sekil 3.12. Onerilen algoritmanin 50000 uzunluklu DNA iizerinde hata oran1 — 6zgiilliik
iliskisi

Hata oraninin duyarlilik ve 6zgiilliikk sonuglari tizerindeki etkisinin incelendigi sekil
3.9, sekil 3.10, sekil 3.11 ve sekil 3.12 irdelendiginde hata oraninin %1 yiikselmesi ile deney
sonuglarindaki diisiis ayn1 oranda olmadign da gozlemlenmektedir. Ozellikle onerilen
algoritmanin hata oraninin %3’e yiikselmesiyle performansindaki ani diisiis goze
carpmaktadir. Bu diislisii engellemek i¢in olusturulan k-mer’lerin sekans dizilimlerinin
tamamini tarayip taramadigi incelenebilir. Bu yontemin yani sira ¢aligilan sekans uzunlugu
degerlendirilebilir. Olusturulan k-mer’lerin tiim sekansi dizilimini tarayacak sekilde sekans
uzunlugu belirlenebilir. Bu tespitler gelecek caligmalarda gelistirilip uygulanmasi, yeni nesil

dizileme cihazlarindaki hatalarin giderilmesine biiyiik katki saglayacaktir.



5. TARTISMA

Onerilen algoritma performansi, farkli hata oranli, sekans uzunluklu, kapsama degerli
ve DNA uzunluklu pargalarla olusturulan veri setleri tizerinde gergeklestirilen deneysel
caligmalarla degerlendirilmistir. Veri setleri literatiirde yer alan Shrec ve DecGPU
algoritmalarinin makalelerinin deneysel sonuglarinda verilen veri setleri igerisinden
sec¢ilmistir. Deneylerde kullanilan veri setleri Tablo 5.1°de gosterilmektedir.

Deneyler onerilen algoritmanin Shrec ve DecGPU algoritmalari ile ayri ayri
karsilastirilmastyla olusturulmustur. Karsilagtirma iglemi ayni veri setiyle ayn hata orani,
sekans uzunlugu ve kapsama degeri ile gerceklestirilmistir. Literatiirde yer alan DNA
dizilimlerindeki hatali bolgeleri diizeltmeye yonelik calisan algoritmalar ve Onerilen

algoritma deney sonuglar1 Tablo 5.2°de gosterilmektedir.

Tablo 5.1. Onerilen algoritmanm literatiirdeki algoritmalarla kiyaslanmasinda kullanilan

veri setleri
Deney No. Referans Genom Erisim No. Uzunluk
Saccharomyces
Deney 1, 2 o NC_001137 576.869
cerevisiae
Deney 3,4 Escherichia coli NC_000913 576.869

Onerilen algoritma yiizde 2 hata oram ile 35 ve 70 kapsama degerleri ile ayr1 ayr
calistirllarak Shrec algoritmasiyla karsilastirilmistir. Deney 1 ve 2 sonuglarinda da
gosterildigi gibi Onerilen algoritma genel olarak Shrec algoritmasina gore daha i1yi sonuglar
tiretmistir. Fakat ikinci deneyde Shrec algoritmasi 6zgiilliik sonuglar1 daha iyi ¢ikmustir.

Deney 3 ve 4’te onerilen algoritma 30 ve 75 kapsama degeri ve yiizde 2 hata oraniyla
2 teste tabi tutularak sonuglar elde edilmistir. Elde edilen sonuglar DecGPU algoritmasinin
sonuglart ile karsilagtirilmistir. Bu deneylerle DecGPU algoritmasimin 6zgiilliikk sonuglari
Onerilen algoritmaya gore deney 3’de ¢ok diisiik bir oranda deney 4’te ise esit olarak tespit

edilmistir. Ancak DecGPU algoritmasinin duyarlilik degeri iki deneyde de yiiksek ¢cikmaistir.
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Tablo 5.2. Onerilen algoritmanin literatiirdeki algoritmalarla kiyaslanmasi

Okuma Hata ] .
Deney No. Algoritma | Duyarhhk | Ozgiilliik
Derinligi Oram
Shrec 96,60 99,40
Deney 1 35 2 Onerilen
] 97,00 99,62
Algoritma
Shrec 97,00 100,00
Deney 2 70 2 Onerilen
] 98,18 99,88
Algoritma
DecGPU 99,99 48,81
Deney 3 30 3 Onerilen
] 97,40 99,35
Algoritma
DecGPU 99,97 99,89
Deney 4 75 3 Onerilen
) 98,86 99,89
Algoritma

Deneylerde kullanilan algoritmalarin duyarlilik degerleri birlikte degerlendirilmistir.
Gergeklestirilen deneylerde DecGPU algoritmasinin duyarlilik degerinin yani hatalar1 tespit
edebilme yeteneginin diger algoritmalara gore ustiinliigli ve tutarlilig tespit edilmistir.
Onerilen algoritmanin ise Shrec algoritmasina gore iistiin oldugu bdylece 2. en iyi sonuglar
elde ettigi sonucuna ulasilmistir. Ayrica genel olarak algoritmalarin yiliksek okuma
derinliginde daha iyi duyarlilik degeri elde ettigi de gézlemlenmistir.

Deney sonuglarindan elde edilen 0Ozgiillik degerlerinin karsilagtirilmas:  da
gosterilmistir. Ozgiilliik degeri ile algoritmalarin dogru niikleotitleri tespit etme yetenegi
degerlenderilmektedir. Sonuglara bakildiginda Deney 2’de Shrec algoritmasinin 6zgiilliik
degerinin yiizde yiize ulastig1 gézlemlenmistir. Diger deneylerde ise Onerilen algoritmanin
0zgiinliik degerinin Ustlinliik gosterdigi goriilmektedir.

Deneyler sonucunda duyarlilik degeri diger algoritmalara gore iistiinlilk gosteren
DecGPU algoritmasinin  aym1  performansi 0Ozgiillik degerinde gostermedigi de

gozlenmektedir.
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Tablo 5.3. Onerilen algoritmanin en iyi sonuglar1 iireten parametreleriyle c¢alistirilip
literatiirdeki algoritmalarla kiyaslanmasi

Derinligi . .
Deney No. | Hata Okuma Algoritma | Duyarhlhik | Ozgiilliik
Orani
35 Shrec 96,60 99,40
Deney 1 2 Onerilen
75 _ 99,75 99,98
Algoritma
70 Shrec 97,00 100,00
Deney 2 2 Onerilen
75 _ 99,75 99,98
Algoritma
30 DecGPU 99,99 48,81
Deney 3 3 Onerilen
75 _ 99,01 99,93
Algoritma
75 DecGPU 99,97 99,89
Deney 4 3 Onerilen
75 _ 99,01 99,93
Algoritma

Onerilen algoritma, bulgular kisminda yapilan deneylerle elde edilen, en iyi sonugla
calistig1 75 okuma derinlikli ve 75 sekans uzunluklu parametrelerle tablo 5.1°de gdsterilen
referans genomlar iizerinde ¢alistirilmis elde edilen edilen sonuglar ayn1 genomlarla kendi
sartlarinda caligtirilan algoritmalarla karsilagtirilmistir. Elde edilen sonuglar tablo 5.3’de
gosterilmektedir.

Tablo 5.2 ve tablo 5.3’deki sonuglar algoritmalara gore gruplandirilarak sekil 5.1°de
duyarlhilik, sekil 5.2°de 6zgiilliik sonuglar1 kiyaslanmistir. Sekil 5.1 incelendiginde 6nerilen
algoritmanin her sartda shrec algoritmasindan daha iyi duyarlilikla calistig1 gozlemlenmistir.
Ozellikle en iyi parametre (kapsama ve sekans uzunlugu) ile galistirildiginda elde ettigi
duyarlilik oran1 daha da iyileserek, shrec algoritmasina gore ¢ok daha iistiin duruma
gelmigtir. Sekilde c¢alisma 3 ve 4 incelendiginde ise Onerilen algoritmanin en 1iyi
parametrelerinde duyarlilik oraninda yiikselme olsa da decGPU algoritmasina gore tekrar
geri kaldig1 gozlemlenmistir.

Sekil 5.2 incelendiginde Onerilen algoritmanin en 1iyi parametreleriyle

calistinltirildiginda, bir g¢alismada shrec algoritmasindan bir c¢alismada da decGPU
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algoritmasindan daha iyi 6zgiilliik degeri elde ederek, dogru niikleotidleri dogru tespit etme

beceresinde diger algoritmalarin 6niine gegtigi gozlemlenmistir.

Duyarhlik Karsilastirmasi

Fesma L
eama ‘
Callsma ! —
94 95 96 97 98 99 100 101
B Algoritma ® Onerilen Algoritma-ayni parametre B Onerilen Algoritma- en iyi parametre

Sekil 5.1 Onerilen algoritmanin literatiirdeki algoritmalarla duyarlilik degeri kiyaslamasi

Ozgiilliik Karsilastirmasi

Calisma 1

Galisma 2

Calisma 3

Calisma 4

o

20 40 60 80 100 120

B Algoritma ® Onerilen Algoritma-ayni parametre B Onerilen Algoritma- en iyi parametre

Sekil 5.2 Onerilen algoritmanin literatiirdeki algoritmalarla 6zgiilliik degeri kiyaslamas1



6. SONUCLAR

Geleneksel dizileme yontemleriyle kiiciik pargalarda dogruluk oranlar yiiksek DNA
dizilimleri elde edilmektedir. Fakat bu yontemler hiz ve maliyet agisindan iyi
performans gostermemektedir. Canlilik faaliyetlerinin analizinde kullanilacak olan
verilerin hizli ve kolay elde edilebilir olmasi oldukga 6nem tagimaktadir. Bu énem
dogrultusunda siirekli gelisen teknolojiye ayak uydurularak bu alanda da yeni
teknolojik DNA dizileme cihazlar1 iiretilmeye baglanilmistir. Bu cihazlarla
geleneksel yontemlerden ¢ok daha hizli ve diisitk maliyetle DNA dizilimleri elde
edilmektedir.

Gelistirilen yeni nesil DNA dizileme cihazlarinin avantajlar1 yaninda, geleneksel
yontemlerden daha fazla hatali sonuglar elde edilebilmektedir. Yiiksek hiz ve diisiik
maliyetten vazgegmemek i¢in aragtirmacilar bu probleme ¢6ziim bulabilmek igin
hata giderme algoritmalar1 gelistirmektedir. Bu c¢alismada yeni nesil dizileme
cihazlarmin elde ettigi verideki hatalar1 gidermek i¢in yeni bir algoritma 6nerilmistir.
Bu ¢alismada onerilen algoritma literatiire, k-mer’lerin sag ve sol yonlerinde paralel
arama teknigini katmasi beklenmektedir. Ayrica algoritma sag ve sol yonde arama
yaparken k-mer’ler agagtaki diigiimii temsil etmektedir. Her k-mer’in bir 6nceki ve
bir sonraki k-mer’i aranmaktadir.

Karsilagtirma bdliimiinde gosterilen deney sonuglarinda ve bulgular boéliimiinde
algoritma tiizerinde yapilan testlerde goriildiigii iizere genel olarak yiliksek okuma
derinliginde daha iyi duyarlilik degeri elde edildigi gozlemlenmistir. Bu asama da
uygun okuma derinligi se¢iminin 6nemi kanitlanmistir. Zaman kaybia ve gereksiz
islemlere sebebiyet vermeyecek sekilde yiiksek duyarlilik elde edilebilecek okuma
derinlikliginin tespit edilmesi gerekmektedir.

Algoritma tlizerinde yapilan test sonuglarina gore sekans uzunlugunun duyarlhilik ve
Ozgiilliik testi lizerinde belirleyici oldugu ispat edilmistir. Bu da algoritmalar uygun
sekans uzunluklarinin performanst maksimize edebilecek sekilde secilmesi
gerektigini gostermektedir.

Deney sonucunda duyarlilik - hatali niikleotitlerin tespit edilme yeteneginin -

DecGPU algoritmasinda en iyi oldugu ve onerilen algoritmanin ise onu takip ettigi
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gozlemlenmistir. Bu sonuglar dogrultusudan oOnerilen algoritmanin duyarlilik
performansinin azimsanamayacak degerlere sahip oldugu gézlemlenmis ve basarili
oldugu tespit edilmistir.

Onerilen algoritmanin basaris1 6zgiilliik test sonuglarinda da devam etmis sadece bir
deneyde karsilastirilan algoritmadan daha diisiik deger elde etmistir.

Yapilan deneyler sonucunda dnerilen algoritmanin tutarlt davrandigi, ayn1 algoritma
ile farkli okuma derinliklikli karsilastirildig1 deneylerde gozlemlenmektedir.

Bu tez kapsaminda yapilan ¢alisma ile yiiksek dogruluklu DNA dizilimleri elde
edilir. Elde edilen DNA dizilimi ile hizalama algoritmalar1 daha etkin bir sekilde
kullanilarak yeni veya hastalikli gen tespiti calismalar1 yiiksek dogrululukla
gercgeklestirilebilir.

Calismadan elde edilen sonuglar ilgili alanlarda yapilan deneylerle, DNA’da olusan
mutasyonlarin, genetik hastaliklarin ve mikroorganizmalarin tespiti, metogenom ve

medikal calismalara da katki saglayacaktir.



7. ONERILER

Onerilen algoritma sonuglar1 incelenmis ve diger algoritmalarla karsilastirilarak
anlamli sonuglar elde edildigi gozlemlenmistir. Bundan sonraki c¢alismalarda onerilen
algoritmanin eksik yonleri giderilmeye devam edilecektir. Yapilmasi planlanan ¢aligsmalar
asagida maddeler halinde agiklanmaktadir.

e Hiz problemine gidermek i¢in hali hazirda paralel programlamaya uygun gelistirilen
algoritma GPU {izerinde ¢alisabilecek sekilde gelistirilmesi planlanmaktadir.

e Daha uzun DNA dizilimleri lizerinde ¢aligmalarin yapilmasi ve algortimanin bu
dizilimlere uygun hale getirilmesi gerekmektedir.

e Seckanslarda diizeltilemeyen hatalar1 gidermek ve biiyiik DNA dizilimini elde etmek
icin birlestirme islemi yapilmasi gerekmektedir.

DNA dizilim hata diizeltme algoritmalar1 kapsaminda yapilabilecek diger ¢aligmalar:

e Uygun sekans uzunlugu tespiti

e Uygun kapsama degeri tespiti

Hata giderme algoritmalari ile elde edilen DNA dizilimi, gen tespiti, mutasyon tespiti ve
metagenom aragtirmalart gibi yeni ¢aligmalara olanak saglayacagindan bu alanlardaki
problemlere ¢6ziim tiretilmesi literatiire biiyiik katki saglayacaktir. Bu problemlere hizalama

algoritmalar1 gelistirilerek veya yeni bir algoritma kesfiyle ¢o6ziim aranabilir.
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