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ONUR SOZU

Yiiksek Lisans Tezi olarak sundugum “DNA DIZiLERININ DE BRUIIN
GRAFLARI ILE INCELENMESI” baslikli bu ¢alismanin bilimsel ahlak ve geleneklere aykirt
diisecek bir yardima basvurmaksizin tarafimdan yazildigmi ve yararlandigim biitiin
kaynaklarin, hem metin i¢inde hem de kaynak¢a da yontemine uygun bicimde gosterilenlerden

olustugunu belirtir, bunu onurumla dogrularim.

Irfan KILIC



OZET

Yiksek Lisans Tezi

DNA DIiZILERININ DE BRUIJN GRAFLARI ILE INCELENMESI

Irfan KILIC

Inonii Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisti

Bilgisayar Miihendisligi Anabilim Dal1

84 + xi sayfa

2016

Danigsman: Prof. Dr. Ali KARCI

Son yillarda bilgisayar bilimlerindeki hizli gelismelere paralel olarak genetik
miihendisliginin 6nemi artmistir. Bu gelismeler biyoinformatik ve biyoistatistik disiplinlerinin
ortaya c¢ikmasina ve ilerlemesine vesile olmustur. Giiniimiizde 6zellikle “Insan Genom
Projesi” ile biyolojik verilerin daha hizli ve daha giivenilir yontemlerle incelenmesi hayati bir
konu haline gelmistir. Bu amagla, bilgisayar bilimlerinin temel konularindan graflar ve graf
algoritmalar1 daha sik kullanilmaya baslanmistir. Son yillarda genetik verilerin hizalanmasi,
dizilenmesi, sadelestirilmesi ve analiz edilmesinde graf tabanli yaklagimlar c¢ok sik
kullanilmaya baglanmustir.

Bu tez ¢aligmasinda, biyolojik veri olarak DNA dizileri, DNA dizileme ve DNA dizi
sadelestirmede kullanilan De Bruijn graflar incelenmis ve DNA verileri tizerinden De Bruijn
graflarint modelleyen bir yazilim araci gelistirilmistir. Bu c¢alismanin esasini olusturan De
Bruijn graflar1 basit DNA dizileri kullanilarak ¢esitli 6rneklerle detayli olarak incelenmistir.
Ornek DNA kisa-okuma verileri ile referans genom elde etmek igin De Bruijn graflarmi
modelleyerek gelistirilen bir yazilim araci ile uygulamalar sunularak sonuglar
degerlendirilmistir.

Sonug olarak bu tez caligmasinda gelistirilen yazilim ile De Bruijn graflarinin DNA
dizileme, DNA sadelestirilmesi islemlerinde 6nceki yontemlere gére daha hizli ve giivenilir
sonuglar verdigi gosterilmistir.

ANAHTAR KELIMELER: DNA dizileri, DNA dizileme, De Bruijn dizileri, De Bruijn

graflar
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ANALYSIS OF DNA SEQUENCES WITH DE BRUIJN GRAPHS
Irfan Kilig
Inénii University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Computer Engineering
84 + xi pages
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Supervisor: Prof. Dr. Ali KARCI

Parallel to the rapid advances in computer science in recent years has increased the
importance of genetic engineering. These advances have led to the emergence and
improvement of bioinformatics and biostatistics disciplines. Nowadays especially the "Human
Genome Project" with faster and more reliable method of investigation biological data has
become is a crucial topic. For this purpose, the main theme of graphs and graph algorithms in
computer science began to be used more often. In recent years, graph-based approaches,
alignment of genetic data, sequencing, simplification and analysis have been used very often.
In this thesis, especially De Bruijn graphs used in the simplification of genetic data and
analysis were described in detail.

In this thesis, De Bruijn graphs which are used in biological data such as DNA
sequences, DNA sequencing and DNA simplication were investigated and the implemantion
of De Bruijn graphs on DNA data was handled. The De Bruijn graphs, basic-building blocks
of this study were investigated by using DNA sequences. In order to obtain reference genome
with short-reads data by using De Bruijn graphs a software was implemented.

In conclusion, in this thesis DNA sequences were analyzed by using De Bruijn graphs
and graph algorithms. De Bruijn graphs of the developed software, DNA sequencing, DNA
simplification of the process has been shown to provide faster and more reliable results than
the previous methods.

KEYWORDS: DNA sequences, DNA sequencing, De Bruijn sequences, De Bruijn graphs
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ONSOZ

Bu ¢aligmada DNA dizilemede kullanilan De Bruijn graflar1 ve De Bruijn graf algoritmalari
anlatilmig, bu graf ve algoritmalarin DNA dizileri iizerinde simiilasyonu i¢in bir yazilim paketi
gelistirilmistir. Ayrica DNA dizileme, biyoinformatik ve DNA dizilerinin elde edilmesi ve De Bruijn
graflarin1 kullanan yazilim paketleri anlatilmistir. Bu calisma ile De Bruijn graflar iizerine yeterli
kaynak bulamayan aragtirmacilara bir kaynak olusturulmas: umulmaktadir.

Bu ¢aligmada kiymetli zamanini bana ayirarak ¢alismamin tamamlanmasinda her tiirlii yardimi
yapan danigman hocam Prof. Dr. Ali KARCI’ya, yazilim aracinin kodlanmasinda bilgisini paylasan
Bilgisayar Miihendisi Ugur DEMIROGLU’na ve diizeltmelerde yardimeci olan Uzman Orhan
YAMANa tesekkiir ederim.

Ayrica bu ¢aligma esnasinda ihmal ettigim aileme, esime ve ¢ocuklarima bana verdikleri destekten

dolay1 ¢ok tesekkiir ederim.

irfan KILIC
2016

v



ICINDEKILER

OZET ..ieieiiininnieennsnneessnnecsssencsssescsssescssssesssasessssssssssesssssssssssesssssssssssssssssssssssssssases ii
ABSTRACT uuiiiiitiitinninneinsnesssnisssisssssssessssssssessssssssesssssssssssssssssssssassssssssassssssss iii
ONSOZuucouiurirrirsinsisssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssss iv
ICINDEKILER ...ouueeecrrnrcecncrennssescsessssssssesssssssssssssssssssssessssssssssssssssssssesesssens v
SEKILLER DIZINT ...cvvreiecrcreeecnerenneencsesesssssssesessssssssesesssssssssessssssssssessseses viii
CIZELGELER DIZINT ...uuceceererreccrerneeeesesesssesesessssssssssesssssssssssssssssssssesesssens X
KISALTMALAR LISTESI uccouuiicicincinnincsssscsscssssssssssssssssssssssssssssssass Xi
| R € 12 1 O 1
1.1.  Tez Calismasinin Amact ve Kapsami ........cccceevveeeriieeiiieiiiieeieeciee e 3
1.2.  Tez CalismasiSin OrganiZaSyOnU .........ccueeeveerrveerueenveerueessueesseensseesseesseesseensns 3
2. MiKROBIYOLOJI VE BIYOINFORMATIK .....ccvveuvincuscnseinscnsscssnns 4
2.1, GITLS couveeeitiie ettt ettt e et e e et e et e e e b e e e e b e e e eab e e e ab e e e bt e e eaaeeabeeeeabeeeeabeeenreas 4
2.2, Biyoinformatik .......cocccooiiiiiiiiiiiieeiee e 6
2.2.1. Biyoinformatiin ONemi .............ccovvviveeeveeieeeeeieeeeieeeieeeeeeeeeeeseseee e 9
2.3. Biyolojik Verilerin Elde Edilmesi..........c.ccccveviieciieiiiiiieieeieeieeieeee s 10
3. DNA DIiZILEME VE DIZILEME YONTEMLERI .......coccovcuscueinncnne. 14
3.1, DNA DIZIEME ...coviiniiiiiiieieeiecee et 14
3.2.  DNA Dizileme YONtemMIETT .......cccueeruireiieiiieiieiiieieeeie e 16
3.2.1. Maxam ve Gilbert Dizileme YONtemi ........ccccccvreecrieeeiieeniieecieeeie e 16
3.2.2. Sanger ve Coulson Dizileme YONtemi .......cccccccvveeeiiieeiieeniieeieeeiee e 17
3.2.3. Shotgun Dizileme YONTEMI ......ccccueeriieiiieeiieiiieeieeieeeee e eeeeveeseveeseeseneens 19
3.2.4. Pyrosekanslama ...........coceeoiiiiiiiiieiiieee e 20
3.3.  DNA Dizi Analizinin Otomatik Yapilmasi .......ccccocevieniniinicninicnicneenee. 21
3.4.  Yeni Nesil Dizileme TeknikIeri .........cccccoooiiiiiniiiiiiiiiecee, 21
4. DE BRUIIN DIZILERI VE GRAFLARI ....uuiinincancnscisscsssssscnss 25
4.1, De Bruijnt DIZIEIT ..cccccuiiiiiiieeiiieieeeeee et 25
4.1.1. De Bruijn Dizi OrneKIEri ........c.cvovevevieeeeieeeeeeeeeeeeeeeeeee e 26



4.1.2. De Bruijn Dizisinin INSASI .........cccoovvivivovereeeeeeeeeecee e 26
4.1.3. De Bruijn Dizi Insast I¢in AIGOTItma .........ccocoveveveveeeeieeeeeeeeeeeeeeeee, 27
4.1.4. De Bruijn Dizilerinin Kullanim Alanlart ........c.ccoccooeeiinininninienieeene 28
4.1.5. De Bruijit TOTUSU ..ccvieiiieiiieeiiieiiecie ettt ettt ettt ettt seaeebeesnneeneeas 28
4.1.6. De Bruijn Kod COZME .......coouieiiiiiiieiiieie ettt 29
4.2, De Bruijnt Graflart .......cccccveiiiieiiieecieeciie ettt 29
4.2.1. De Bruijn Graflari ile Olgiilebilir Genom Yerlesimi ...........ccccocoevevevrvennnne. 31
4.2.2. Dinamik SiSTEMIET .......cc.eeiiiriiriiiiiiieiieieeeee et 31
4.2.3. De Bruijn Graflar1 Kullanim Alanlart ..........coccooeviininiiniininiieeeenene 31
4.3.  Basit DNA Dizileriyle De Bruijn Graflarinin Olusturulmast ....................... 32
4.4.  De Bruijn Graflari Ileri KONUIAT ...........ccocovevvvviivieeeeeeeeeeeeeeeeeeeen, 35
4.4.1. Dizileme Hatalarmin De Bruijn Graflar1 Uzerindeki EtKisi.......................... 38
4.5.  Yeni Nesil Dizileme Teknikleriyle Yeniden Gen Yerlesimi ....................... 40
4.5.1. Geleneksel MEtOtIar ..........ccoceviiiiinieniiiiinieeeie st 40
4.5.2. Hash Aramalart .........ccccoooiiiiiiiiiie e 41
4.5.3. De Bruijn Graf Temelli Yaklagimlar ..........ccccccoevvieeiieiiiiiiieeieeeeeee, 41
4.6.  Velvet ASSEMDICT .....cc.coiuiiiiiieiiiieseeee e 42
4.6.1. Velvet AIGOTITMAST .....ccvieiiieeiieiieetieiee et etteete et ete et e saeebeeseaeeseeseseeneeas 43
4.6.2. BaSItISSTITING ....oeeiiiiiiieiieiiiie e e e eea e e e e 44
4.6.3. Hata Kaldirma ........cccooiiiiiiiiiie e 44
4.6.3. 1. KUYTUKIAT ...ooiiiiiieiieece ettt et e e e aae e s e e enseeesanee s 44
4.6.3.2. KabATCIKIAL ...cc.eiiiiiieiieiieee e e 45
4.6.3.3. Hatali Baglantilar ...........cccoocieiiiiiiiiiiiciicieee e 45
5. DNA DIZILERIYLE DE BRUIJN GRAF UYGULAMALARLI............ 46
T B € 1 1 o TS USRS 46
5.2.  Yazilim Aracinin Gelistirilmesi ..........ccocviriiiiiiiiiieiiiee e 46
5.3. DNA Kisa-Okuma Verileriyle De Bruijn Graf Uygulamalari ..................... 53

vi



RN B0 R U774 11 ' o USRS 53
5.3.2. UyGUIAMA 2 ..ottt ettt et ebeessaeenaeenbeens 54
5.3.3. UygUIama 3 ....oooiiiiiieiiee ettt ettt ens 56
534, Uygulama 4 .....ccoooiiiiiiiiiieeeeeeet et 59
5.4. Uygulama Yazilimi Kod Yapist ....ccccoecviieiiieeiiieeie e 62
5.5.  Upygulama Sonuglarinin Degerlendirilmesi..........cccoveeevieeniieenieeeciieeiieeee, 63
6. SONUQ .viiuicrensnnsanssenssesssnsssssssssssssssssssssssssssssssassssssssssssssssssssssssssssssssssssssss 64
| SOLN 0 2N Q7. N 65
EKLER ...ccuuiiiiitiniisinnaissensisssissssssessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssass 72
OZGECMIS ueeeeeeeeeeesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssesssssssssssssssssssssssssssssssssssess 84

vil



Sekil 2.1.
Sekil 2.2.
Sekil 2.3.
Sekil 2.4.
Sekil 2.5.
Sekil 2.6.
Sekil 2.7.
Sekil 2.8
Sekil 2.9.
Sekil 4.1.
Sekil 4.2.
Sekil 4.3.
Sekil 4.4.
Sekil 4.5.
Sekil 4.6.
Sekil 4.7.
Sekil 4.8.
Sekil 4.9.

Sekil 4.10.
Sekil 4.11.
Sekil 4.12.
Sekil 4.13.
Sekil 4.14.
Sekil 4.15.
Sekil 4.16.
Sekil 4.17.
Sekil 4.18.
Sekil 4.19.

SEKILLER DiZiNi

Bir Otomatik Dizileme Araci Ciktis1 ile Okunabilen DNA Dizisi .................... 4
Bir RNA Zincirinde 5' = 3" DOZrultusu ........cccoveieriieiiiierieie e 6
INCBI RESMI STEST ..ottt s 11
NCBI Arama Sonug SAYTAST ....cccviieiiieeiieeiieeeiee ettt 11
NCBI Arama Sayfasi Gelismis Secenekler ..........cocoveevviieevieeniieeniiieeeeeen. 12
NCBI Gelismis Arama SayTast .....ccccueevieriiieiieiieeiieee et 12
NCBI Gelismis Arama Sayfast Secimler ..........cccoevveviierieniiienienieeieeeeeene 12
NCBI Gelismis Arama Sonug Sayfast ........ccceevveeriieiiiienienieeeeeie e 13
NCBI Gelismis Arama FASTA Sonug Sayfast .......ccccecvevevciieencieeeniieeieeee, 13
k=2 ve n=2 i¢in De Bruijn DiZiS1 .......ccceviuiiiiiiniiiiiiiieiceeceeee e 25
Ornek Bir De Bruijit Grafl ........o.o.ovvveeeeieeieeeeeeeeeeee e 26
De Bruijn Dizisinin Bulunmasi ..........cccocceeviieniiiiiienieeiecniecieeee e 27
2x2 ikili Matris i¢in De Bruijnl TOTUSU .......covviviuieeeieeicececeeeeceeeeeeeeeeeeeeeeeeeeas 29
Ikili De Bruijn Grafinin InSast ..........ccccoeveviieveieieieeceece e 30
Dinamik Sistemler ve Lorenz Atraktoril .........occveeevieiiiiiiienieeiieeieeee e 31
k=7 igin De Bruijnt Grafl ........ccccoieviiiiiiiiiieiieciecitciee e 32
k=7 i¢in De Bruijn Grafinda DONGii ........cccccveeeviiiiiiieiiiecieceee e, 33
k=7 i¢in Cift Sarmalli De Bruijn Grafi .........ccocoiiiiiiiiiiiieee, 33
k=7 i¢in 2 Ayr1 Kromozomlu De Bruijn Grafi ........ccccceceeviiiciiiniiiniieiiee, 34
k=1 igin De Bruijnt Grafl ........c.ccoeeviiiiieiiieiiecieciteiee et 34
De Bruijn Grafinin Kaba GOriintimil ...........cccccceeeeiieeiieeiiieeeie e 35
De Bruijn Grafinda Kisa Okumalarin Kirmiz1 ve Mor ile Gosterimi .............. 36
De Bruijn Grafi ve 5 tane Kisa-Okuma ..o 38
De Bruijn Grafinda Hatal1 5. Kisa Okuma .........cccccoceviinininiiniiiiniccee 39
5. Kisa Okumanin Basitlestirilmis De Bruijn Grafi ..........cccocoveveiievveeirenennen. 39
Velvet ile De Bruijn Grafinin In$ast ...........cococoveveveveeeeeeeeeeeeeeeeeee, 43
Basitlestirme Sonrast De Bruijn Grafl ..o 44
KUYTUK TUILETT ©eeeiiiiiiieiieeieeee ettt e 45

viil



Sekil 4.20.
Sekil 4.21.
Sekil 5.1.
Sekil 5.2.
Sekil 5.3.
Sekil 5.4.
Sekil 5.5.
Sekil 5.6.
Sekil 5.7.
Sekil 5.8.
Sekil 5.9.
Sekil 5.10.
Sekil 5.11.
Sekil 5.12.
Sekil 5.13.
Sekil 5.14.
Sekil 5.15.
Sekil 5.16.
Sekil 5.17.
Sekil 5.18.
Sekil 5.19.
Sekil 5.20.
Sekil 5.21.
Sekil 5.22.
Sekil 5.23.

Kabarci@in Kaldirtlmast .......c.cooevieieiiiiiiiecieceeeeece e 45
K@barCIK TESPIL ..vveevrieeiiieeiiieeciie ettt ee ettt e e e e sre e e eeveeenneas 45
DeBruijn KIASOTT ...cc.veeeeiiiiieiie et 47
Yazilim Konsol EKIant ......c.cccocoviiiiiiiniiniieeeeeceeee e 47
DNA Kisa-okuma Dosyast SECIMI .....c.ceceeeiieriieiiiieniieeieenie e eneeeve e enne 48
Yazilim Calistirildiginda Olusan Dosyalar ..........ccccceeveiiieniieeniieeeie e, 48
“graphviz-short-reads.py” DOSYaSI .......ccceeriiriiiiiiieiieie e 49
WinPython’a Graphviz Paketinin EKIenmesi .........cccccoceeveriienieniniiniencnee 50
Graphviz-2.38.msi’in Kurulmasi .........ccccceeviieiieiiieiienieciecieeeeeee e 50
QtConsole’da Pyhton Kodunun Calistirilmast .........cccceeveuveieiieenciiieiiie e, 51
De Bruijn Graft GOISEIL .....eocveviiniiriiniiiiieieiiccecieecee et 51
k=4 i¢in De Bruijnn Grafl ..........cccoevriiiiiiniieiieiie et 53
k=5 igin De Bruijnt Grafl ........ccccieriiiiiiiniieiieciectt e 54
k=5 i¢in Basitlestirme Sonras1 De Bruijn Grafi .........ccccoeevcivevciiinciiiieeee. 54
k=4 i¢in De Bruijn Grafl ........ccccooiiiiiiiniiiiiiiiccceccccce e 55
Basitlestirme Sonrast De Bruijn Grafil ..........ccooceeviieiiiiiiiiiiieiieiecieceee 55
Hatali Kuyrugun Silinmesi .......ccceeevieeiierieeiiieiiecieesie ettt 56
k=5 i¢in De Bruijjnn Grafl ........ccocuiieiiiieiiieecieecieeeeeee e 57
Kisa-Okumalarin PoziSyonlart ..........cccccoceeveriiiiininiiniininicneeccceeee 57
Basitlestirme Sonrast De Bruijn Grafi..........cccoocveeeiieiiiniiiiniiiciieieeicee, 58
Hatali Kuyruklarin Silnmesi .........cceeeieeiieiiienieciiecieeiecee e 58
k=5 i¢in De Bruijnt Grafl ........cccccvvieiiiiiiiieeieeeeeeee e 60
1. Basitlestirme Sonras1 De Bruijn Grafl .........ccoceviiiiiiiniininiiniieiceee, 60
Hatali Kuyruklarin Silinmesi ..........c.oecieeiieiiienieiiieieceeeee e 61
2. Basitlestirme Sonrast De Bruijn Grafl ........cccoecvevviiiiienieeciieieeieeeeee, 61

X



CiZELGELER DiZiNi

Cizelge 2.1. FASTA Formatinda Ornek DOSYa ..........ccceveeeueiruerreeieeeceeeeeie e 6
Cizelge 3.1. DNA Dizi Analizi Kronolojik Gelismeler............cccccoeviieniiniiieniiiiieieeieeee 15
Cizelge 3.2. Maxam & Gilbert Yonteminin Kimyasallar............ccccoeevieeiiiinieniieniecieenens 17
Cizelge 3.3.a. Dizileyicinin Avantaji ve MeKanizmasi ..........cccccceeevveeeiieencieeniieeeeieeeevee e 22
Cizelge 3.3.b. Bilesenler ve Dizileyici Mallyeti .......ccceeiiieiiiiiiieiiiiiieieeeeeeeeeee e 22
Cizelge 3.3.c. Dizileyici UyULAmAST .......cccueevuiiriieiiieiieeiiesiie ettt save e 23
Cizelge 4.1.  Frank Ruskey’in De Bruijn Dizisi Elde Etme Kullanilan Pyhton Kodu ......... 27
Cizelge 4.2. Arama Tabanli Gen Yerlestirme Programlart ..........ccccoevvveviiienciiiniieccieeee, 41
Cizelge 5.1.  Uygulama Kodu Loglart.........cccccoceiiiriiniiniiiiiiiiciinieeeceeeeeeee e 52
Cizelge 5.2. Uygulama 1 DNA Kisa-Okuma DoSyast .........cccceevieeiienieniienieeiieieeeieeieens 53
Cizelge 5.3. Uygulama 2 DNA Kisa-Okuma DOSYast ........cccceereieriienieeniienieeieeieeeveeeeens 54
Cizelge 5.4. Uygulama 3 DNA Kisa-Okuma DOSYaSI .....cccceeevviieeriieeiieeeiieeeiie e 56
Cizelge 5.5. Uygulama 4 DNA Kisa-Okuma DoSYas! ........ccoceevueeienieninnenieneeienienieeeene 59
Cizelge 5.6. De Bruijn Graf Uygulama Yazilimi Genel Kod Yapist......c.ccocveveeienieniennnene. 62
Cizelge 5.7. De Bruijn Graf Uygulama Yazilimi Kenar Kod Yapist ......cccceceeveeiienienennene. 62
Cizelge 5.8. De Bruijn Grafi Uygulama Ornekleri OZeti ..........cocooveevieeiieiieeeeeeee, 63



KISALTMALAR LiSTESI

DNA : Deoksiribo Niikleik Asit

RNA : Ribo Niikleik Asit

A : Adenin

T : Timin

G : Guanin

C : Cytosine

NTP : Nucleoside Triphosphate (Niikleozid Trifosfat)

NGS : Next Generation Sequencing (Yeni Nesil Sekanslama)

NCBI : National Centre for Biotecnology Information (Ulusal Biyoteknoloji Bilgi Merkezi)
BGI : Beijing Genomics Institute (Pekin Genom Kurumu)

GB : Giga Bayt

TB : Tera Bayt

NP : Non-deterministic Problem (Deterministik Olmayan Problem)

OLC : Overlap Layer Consensus (Ortiisen Katmanlar Uyumu)

IUPAC : International Union of Pure and Applied Chemistry (Uluslararasi Temel ve
Uygulamal1 Kimya Birligi)

BP : Base Pair (Baz Cifti)

BFS : Breath First Search (Genis Oncelikli Arama)
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1. GIRIS

Tim canli ve insanlarin 6zelliklerini lizerinde tutan DNA molekiiliiniin kesfi (Watson,
Crick, 1953) biyolojide biiyiik bir adimin baglangici olup biyoinformatigin dogusunun ilk
asamast sayilabilir. Viriis, canli ve insanlara ait DNA genlerinin elde edilmesi ve tiim insan
genomunun elde edilmesine ¢alisilmasi ile bilimde yeni bir ¢igir agilmaya basladi. Bu elde
edilen genlerin dogru gen dizilimi, klasik kimyasal yontemler ve yeni nesil dizileme (NGS)
teknikleriyle elde edilebilir ve canlilara ait tahmini genom ortaya ¢ikarilabilir (Ziilal, 2001).
Bu genomun elde edilmesi mesakkatli, zaman alan ve maliyetli bir iglemdir. Subat 2014°te
Illumina girketi $1.000 maliyetle insan genomu elde edebilecegini belirtmistir (Illumina Inc,
2014). Bu maliyetli ve zorlu islemlerden sonra elde edilen genom ve gen dizisi, kullanilan
yontemler ve gesitli sebeplerden dolay1 (okuma hatalari, ¢evresel ve kimyasal faktorler vb.)
tam dogrulukta degildir. Gen dizisinin ve genel olarak genomun %100’e yakin dogruluga
sahip olmasi canlilarin genetik 6zelliklerinin yorumlanmasinda hayati 6neme sahiptir. Bundan
dolay elde edilen genomun dogru yorumlanmasi i¢in genomun sadelestirilmesi, hatalardan
arindirilmast ve dogruya en yakin gen dizisinin yeniden inga edilmesi biiylikk 6nem
kazanmaktadir. Giinlimiizde bilgisayar bilimlerindeki ilerlemeler sayesinde bu ¢aligsmalar

gittikce hiz kazanmistir.

Bu tezde DNA dizi analizinden elde edilen veriler kullanilarak yapilan yeniden dizileme
islemleri ile bu islemlerde ortaya cikan problemleri ¢6zmek i¢in kullanilan De Bruijn
graflarina ve bu graflar kullanilarak gelistirilen cesitli yontemlere aciklik getirilmektedir. Bu
yontemlerin kullanildigi De Bruijn graflar1 (Idury, Waterman, 1995), bilgisayar bilimlerinin
temel konularindan biri olan graf ve graf algoritmalarini temel almaktadir. Ayrica bu tezde
DNA dizilemenin temelini olusturan biyoinformatik ve biyoistatistik disiplinlerine de
deginilmistir (Bayat, 2002). Bahse konu gen dizisinin insan genomu oldugunu diisiiniirsek ¢ok
biiylik veri karsimiza ¢ikmakta ve NP-zor bir problem ¢oziilmeye calisilmaktadir (Phillip,
Pevzner, Tesler, 2011). Problemin NP-zor bir problem olmasindan dolay1 graf algoritmalar
ve ozellikle De Bruijn graflarina gereksinim duyulmustur. Bu graflarin disinda DNA dizileme

de string graflar1 da kullanilmaktadir (Myers, 2005).

Sadelesmemis biiyiik gen dizileri igerisinden herhangi bir enzim, protein vb. yapilarin
tespiti ve bu yapilardaki bozukluklarin bulunmasi kritik 6neme sahiptir. Bu islemlerin yiiksek
dogrulukla ve kisa siirede yapilabilmesinde De Bruijn graflarinin ciddi katkisi olmustur.
Ozellikle son yillarda DNA dizileme, yeniden dizileme ve benzeri galismalarda De Bruijn
graflarinin kullanimi yayginlagsmistir. Yeni nesil dizilemede (NGS) 2 yontem o6n plana
¢ikmaktadir. Bunlardan biri olan pargali dizilemede kullanilan OLC (overlap layout consensus

—ortligen katman birligi-) yaklasimidir ve bu yaklasim NP-tam Hamilton yolu problemine



neden olmaktadir. 2. ydontem De Bruijn graflarini kullanan Euler algoritmasi ile 1980’lerden
itibaren c¢ozlilemeyen “tekrarli bolgeler” problemine yeni bir ¢dziim bulmustur (Pevzner,
Tang, Waterman, 2001). Sonraki yillarda ise gen dizilerinde var olan okuma hatalarim tespit
etmek ve yeniden gen dizileme yapmak i¢in de De Bruijn graf algoritmalar1 kullanilmigtir. De
Bruijn graflar1 ve bu graflar kullanilarak gelistirilen algoritmalar DNA dizileme ve DNA

yeniden dizileme iizerine ¢alisanlarin yeni ilgi odagi olmustur.

De Bruijn graflarini kullanan baslica yazilim paketleri Velvet Assembler (Zerbino, 2008),
ABySS (Simpson, 2009) ve IDBA (Yu Peng, 2010) yazilim paketleridir. Son yillarda bu
yazilim paketlerini daha da iyilestirmek Minia (Chikhi, 2013) adinda Bloom Filtre yaklagimini
kullanan bir algoritma gelistirilmistir. Ayrica De Bruijn graflarimi simule etmek i¢in PHAST

(Taylor, 2012) adinda web tabanli bir uygulama gelistirilmistir.

Velvet genomun yeniden yerlestirilmesi ve kisa-okuma dizileme hizalanmalarin1 ¢6zmek
icin tasarlanmis bir algoritma paketidir. Bu algoritma hatalarin kaldirilmas1 ve tekrarli
bolgelerin basitlestirilmesi yoluyla genom dizisini yerlestirmek i¢in De Bruijn graflarinin
kullanilmasiyla gerceklestirilmistir (Zerbino, 2008). Velvet ile ilgili detayli bilgilendirme 4.
Boliimde yapilmistir. Velvet’in kullanilmasiyla ilgili bilgilendirme Ek C’de verilmistir.

ABySS (Assembly By Short Sequencing) insan genomlarini kisa okumalarla dizileyerek
cok biiyiik veri kiimelerini bir araya getirmek i¢in gelistirildi. ABySS'in birinci yeniligi bir
bilgisayar ag1 yoluyla montaj algoritmalarinin paralel hesaplanmasina imkan veren De Bruijn
graflarin1 dagitik olarak temsil edebilmesidir. ABySS algoritmasi 2 asamadan olusur. Birinci
asamada olas1 tiim k-harfliler okunan DNA dizisinden olusturulur. k-harfli veri kiimesi okuma
hatalarin1 kaldirmak igin islenir ve kontigler insa edilir. Ikinci asamada DNA sarmalmin 2.
ipligindeki baz ¢ifti bilgisi kontig ortiismelerindeki belirsizlikleri ¢dzerek kontigi genisletmek
i¢in kullanilir (Simpson, 2009). ABySS kullanimu ile ilgili detaylar Ek A’da verilmistir.

IDBA (Iterative De Bruijn Graph Assembler) algoritmasi De Bruijn grafinin temelini
olusan k-harfli sayisim iteratif olarak tiim alabilecegi degerler iginde en kiiciik degerden en
biiyliik degere dogru iterasyonunu yaparak ideal k-harfli degerini bulmaya calisir. IDBA
algoritmasi gergek ve simiile veriler ile hem de benzer dogrulukla daha az bellek kullanarak
biiyiik kontigleri insa etme de var olan algoritmalar: geride birakmaktadir (Yu Peng, 2010).

Bu algoritmanin yazilim paketinin kullanimu ile ilgili detaylar Ek B’de sunulmustur.

String graf yaklasimi k veya daha fazla ortiigen niikleotid ile iki okumayi baglayarak
kontigleri olusturur. Edena (Exact De Novo Assembler) string graflar1 kullanarak ayni
uzunlukta ¢ok kisa okumalart igeren veri kiimelerinden dogru kontigleri yeniden bir araya

getiren bir yazilimdir. Bu uygulama hesaplanmis ve yapilandirilmis bir grafta tiim



ortiismelerin oldugu klasik bir montajlamay1 temel alir. Belli sayida kilobaz1 dogru kontigin

dizilenmis genomu en kapsayan bigimde iiretir (Hernandez, 2008).

1.1. Tez Calismasinin Amaci ve Kapsami

Ozellikle gen dizilerini iyi sekilde modelleyen ve yeniden dizilemede kullanilan De Bruijn
graflari, bu graflarin temelini olusturan De Bruijn dizileri ve De Bruijn graflarinda kullanilan
graf algoritmalar1 bu tezin ana konusunu teskil etmektedir. Bu graflari ve algoritmalarin1 DNA
dizileri iizerinde modellemek i¢in tarafimizdan gelistirmeye agik bir yazilim yazildi. Bu
yazilim NetBeans IDE platformunda Java programlama dili ile kodlandi. Yazilim olusturdugu
verileri gorsellestirmek i¢in Python programlama dili destekli Graphviz kiitiiphanesinden
faydalanildi. Bu yazilim ile De Bruijn graflarinin farkli 6rneklerle olugturulmasi, olusturulan
grafta belli islemlerin yapilmasi, tiim bu adimlarin grafiksel gosterimi i¢in gerekli islemlerin

yapilmast ve DNA yeniden dizilemede diger yontemlere gore avantajlari gosterilmistir.

Bu tezin De Bruijn dizileri, graflar1 ve algoritmalar1 konusunda Tiirkiye’de eksik kalan
kaynagi tamamlamasi beklenmektedir. Ayrica bu konuda calisma yapacaklara bir yol

gosterecegi umulmaktadir.

1.2. Tez Cahismasisin Organizasyonu

Bu tez galigsmasi genel olarak 5 ana boliimden olugmaktadir.

Béliim 1’de, tezin amaci ve kapsamina yonelik genel bilgiler sunularak genel literatiir bilgileri
verilmistir.

Boliim 2’de, temel mikro biyoloji, DNA vb. genel biyoinformatik konulari hakkinda genel
bilgiler sunulmus ve bir organizmanmn gen dizisinin NCBI veritabanindan nasil elde
edilebilecegi gosterilmistir.

Boliim 3’de, gen dizilerinin nasil elde edildigi, gen dizilemenin énemi, klasik yontemler ve
Yeni Nesil Dizileme (NGS-Next Generation Sequencing) yontemleri agiklanmustir.

Boliim 4’de, De Bruijn graflarmin temelini olusturan De Bruijn dizilerinin matematigi
verilmis, gen dizilerinin grafin1 elde etmede kullanilan De Bruijn graflari anlatilmis ve basit
gen dizileri lizerinden De Bruijn graf 6rnekleri ayrintilarla verilmistir.

Boliim 5’°de, De Bruijn graflan kullanilarak gelistirilen algoritma ve yazilim araci detaylica
anlatilmig, drmek DNA dizisi ve farkli DNA kisa-okuma dosyalar ile algoritmalarin nasil
uygulandig1 sunulmustur.

Ayrica, farkli DNA kisa-okuma dosyalarindan yazilimimizda kullanilan algoritmalarin
performanslari karsilagtirilarak elde edilen sonuglar degerlendirilmis ve sonuglar verilmistir.

Boliim 6’°da tezin genel sonuglari irdelenmis ve gelecek caligsma Onerileri tartigilmistir.



2. MiKROBiYOLOJIi VE BIiYOINFORMATIK
2.1. Giris

Biyolojik veri sayisal bir sekilde depolanan veya degistirilen biyolojik kaynaklardan elde
edilen verilerdir. Biyolojik veri c¢ogunlukla dosyalarda veya veritabanlarinda tutulur.
Biyolojik verilere 6rnek olarak DNA baz ¢ifti dizileri ve ekolojideki popiilasyon verisi 6rnek

gosterilebilir.

1953 yilinda James Watson' ve Francis Crick? isimli 2 arastirmaci bugiin DNA’nim kabul
gormiis yapisini kesfetmistir (Watson, 1953) DNA temel olarak hiicrenin tiim 6zelliklerinin
kodlanarak saklandigi uzun bir molekiildiir. Tiim hiicreler, DNA’da kodlanmistir. DNA,
hiicrelerin olusturulmasi ve isleyisinden sorumlu bir temel taslak saglar. Bu taslak hangi
hiicreler biiyiiyebilir veya hangi hiicreler 6lebilir veya viicudun gesitli kisimlar1 olusurken
hiicreler nasil bir yapiya geger gibi direktifleri barindirmaktadir. Ornegin DNA insan saginin
kalitesi, rengi, bollugu veya eksikligini belirlemeden sorumludur. Canli bedenleri DNA

rehberligi siireciyle formiile edildiginden her canli ebeveynlerine benzer.

DNA, Deoksiribo Niikleik Asittir. Neredeyse tiim organizmalarda bulunan DNA organik
bir bedenin insasinda kullanilan uzun terimsel bilgiyi saklar. DNA dizisi veya genetik dizi,

DNA ipliginin birincil yapisindan elde edilen harfler dizisidir.

A0 AGAAG AAAAAG ALAGAGAAAC TAGAAACAGT TAAAGTGTCTAATAATZICCA AL
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Sekil 2.1. Bir Otomatik Dizileme Aract Ciktisi ile Okunabilen DNA Dizisi (dnabaser.com web adresi,
2015)
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DNA dizisinde olan harfler C, A, T ve G harfleridir ve bu harfler DNA ipliginde bulunan
sitozin, adenin, timin, guanin isimli 4 baz yerine kullanilan harflerdir. A, T, C ve G disinda
0zel durumlar icin farkli harfler bulunabilir. DNA dizisinde belirsizlikleri belirtmek igin bu
Ozel harfler kullanilmaktadir. Bu amagla IUPAC (Uluslararast Temel ve Uygulamali Kimya
Birligi)’nin belirledigi bazi sembollerin anlamlar1 asagidaki gibidir (Cornish-Bowden, 1985):

! James Dewey Watson (d. 6 Nisan 1928, Chicago), 1954°de arastirmaci Francis Crick ile birlikte
DNA'nin ikili sarmal yapisin1 bulan Nobel 6diillii bilim adamudir.

2 Francis Harry Compton Crick (8 Haziran 1916 - . 28 Temmuz 2004), Molekiiler biyolog, fizikgi ve
ndrobilimei. James Dewey Watson ve Maurice Wilkins ile birlikte DNA’nin molekiil yapisini
kesfetmesinden dolay1 1962 yilinda Nobel Fizyoloji veya Tip Odiilii almistr.
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e C =sitozin (ing. cytosine)

e T =timin

e A =adenin

e G =guanin

e S =G veyaC (kuvvetli baglilar: ing. strong bonds)
e W=AveyaT (zayif baglilar: ing. weak bonds)

¢ N=AGCT (4’diin biri)

e U =uridin (RNA dizileri i¢in kullanilir)

¢ R =Gveya A (piirin)

e Y =T veya C (pirimidin: ing. pyrimidine)

Bazi belirsizlik sembolleri genelde iki durum igin kullanilmaktadir:

DNA dizilemesi(sekanslama) esnasinda bir baz teknik nedenlerle tam okunamadiginda
(6rnek olarak, G veya C olursa, S ile belirtilir)

e Benzer DNA veya RNA dizilerinin ortak y&nlerini belirtmede kullamilir. Ornek
olarak SREBP isimli transkripsiyon faktoriiniin baglandigi dizilerin ortak bir &zelligi
CGATNGGCAC seklinde yazilabilir. Bu 6rnekte N harfi ile belirtilen yerde herhangi bir

baz bulunabilir.

DNA’daki dort farkli niikleotid birbiri ardinca dizilenerek DNA zincirlerini meydana
getirir. Insanin her DNA's1 on binlerce niikleotidden olusur. DNA zincirindeki belli
uzunluktaki birime gen, DNA'nin 6zel sekilde paketlenmesiyle ortaya cikan yapiya gore
kromozom denir ve her kromozomda c¢okca sayida gen vardir (Demir, 2011). DNA
niikleotidlerinin baz1 dizilimleri olay tetikleyici oldugundan bunlara DNA dizi motifi

denilmektedir (Demir, 2011).

Bir diziyi ifade eden harfler aralarinda bosluk olmaksizin yazilir, 6rnek olarak
GTAACGTTAC dizisi aralarinda bosluk olmadan yazilmistir. Bu dizi soldan saga
okunurken 5' > 3' (5 issii, 3 tissii) dogrultusu yoniine karsilik gelmektedir.

Burada bahsedilen dogrultudan kastedilen, niikleik asit sarmalini meydana getiren
niikleotidlerin u¢ uca eklenme yoniinii ifade etmektedir. Kimyasal adlandirmadaki belli
kurallara gore, bir niikleotidin seker halkasindaki karbon atomlar1 1', 2', 3', 4' ve 5' seklinde
adlandirilir (3 {issii, 5 iissii olarak okunur). Niikleik asitlerin bir ucundaki seker grubunun
serbest bir 3' hidroksil (-OH) grubu, 6biir ucundaki sekerin ise serbest bir 5'-OH grubu
bulunmaktadir. Bu iki uca, sirayla 3' ve 5' uglar1 denilmektedir. Sarmalli DNA veya RNA

dizileri yazilirken bazlar 5'-3' dogrultusu seklinde yazilir.
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Sekil 2.2. Bir RNA Zincirinde 5' = 3' Dogrultusu (Lodish, 2000)

DNA ve RNA dizilerinin biyoinformatik programlari ile okunabilmesi i¢in standart bazi
formatlar olusturulmustur. Bunlardan en c¢ok kullanilam1 FASTA formatidir. FASTA
formatinda birinci satir ">" sembolilyle baslayan bir baslik igerir, sonraki satirlarda DNA
dizisi yer almaktadir (zhanglab.ccmb.med.umich.edu web adresi, 2016). Cizelge 2.1°de

ornek FASTA formati incelenebilir.

Cizelge 2.1. FASTA Formatinda Dosya (zhanglab.ccmb.med.umich.edu web adresi, 2016)

>gi|186681228 |ref|YP 001864424.1| phycoerythrobilin:ferredoxin
oxidoreductase

MNSERSDVTLYQPFLDYAIAYMRSRLDLEPYPIPTGFESNSAVVGKGKNQEEVVTTSYAFQT
AKLROQIRAAHVQGGNSLQVLNEVIFPHLNYDLPFFGADLVTLPGGHLIALDMQPLERDDSAY
QOAKYTEPILPIFHAHQ. ..

2.2. Biyoinformatik

Biyoinformatik, bilgisayar teknolojileri ile molekiiler biyoloji ve bunlarla ilgili veri
hesaplama araglarini igerisinde bulunduran bilimsel bir ¢alisma alanidir. Baska bir ifadeyle
kompleks biyolojik verileri derleyip, analiz eden bir bilim dalidir. Biyoinformatik, biyolojik
bilgilerin olusturulmasi ve depolanmasi i¢in veritabanlarinin olusturulmasidir (Bayat, 2002).
Biyoinformatik, bilisim teknolojileri kullanilarak biyolojik problemlerin ¢dziilmesi temeline
dayanan ve biyolojik vakalarin molekiiler seviyede agiklanmasmna yardimci olan bir
disiplindir (Luscombe, 2001; Polat, 2009). Biyoinformatik, yasam ve bilgisayar bilimler ile
bir baglanti kurmakta, verilerin c¢ok etkili bir sekilde elde edilmesi ve asamalari
hizlandirmasi sebebiyle olduk¢a &nemlidir (Feagan, 2007). Biyoinformatigin esas gayesi

genomu verilen bir canlinin tiim fonksiyonlariin anlagilip, yasam kalitesinin artirilmasidir.



Biyoinformatigin amagclar1 veri organizasyonu, sistemlerin gelistirilmesi ve sistemlerin

uygulanmasi seklinde ii¢ ana baglik altinda toplanabilir (Polat, 2009).

Biyoinformatigin dogusunda 20. yiizyilin ikinci yarisi itibariyle biyolojik bilginin devasa
olarak artmasi ile bu bilgi organize etmek igin giiclii araglara geresinim duyulmasi etkili
olmustur. 1960'lar ile bilgisayar uygulamalarinin biyolojide kullanilmasi, bu iki alandaki
teknolojik gelisimle hizli bir sekilde ilerlemis ve bu sekil ortaya ¢ikmis olan
Biyoinformatik dali bugiin popiiler akademik ve endiistriyel sektorlerden biri haline

gelmistir.

Gilinlimiizde biyolojik sistemler ile ilgili ortaya atilan sorular ziyadesiyle karmasik olabilir
ve bu sorularin cevaplar1 insanin kapasitesi icerisinde sinirlandiginda bunlarin cevaplari
bulunamayacaktir (Buttle, 2001). Biyolojik sistemler ile ilgili bilgiler karmagik olup,
transkripsiyon regiilasyonlari, hiicresel aktiviteler, gelisimsel organizasyon ya da hiicresel
iletisim gibi karmagik biyolojik sistemlerdeki sinyallerin ve yollarin karsilikli etkilesimi
insan beyninin niceliksel agidan prensip olarak anlayamayacagi kadar karmagsik ve hassastir.
Daha fazla bilinmeyen biyolojik olaylarin agiklanabilmesi ile biyolojik bilgiler ve bu
bilgilere ulasmadaki genel kavramlar degisecektir. Bu bilgileri diizenlemek ve ulasilmak
istenen konu ile ilgili bilgiyi anlagilabilir bir sekilde sunmak i¢in daha fazla biligim
araclarina ihtiya¢ duyulmaktadir. Boyle kompleks bilgilerin biitiinlestirilmesi igin modeller
ve kavramlar gelistirmek ve anlagilabilir olmasi igin gorsellestirilmesini saglamak

biyoinformatigin en 6nemli ugrasi alanlarindan biridir (Jain, 2001; Bayat, 2002).

Molekiiler biyolojide kullanim1 bilgisayarlarn kullanimi ile molekiiler yapilarin {ig
boyutlu grafikler olarak temsil edilmesi, {i¢ boyutlu molekiiler yapilarin veritabanlarinin
olusturulmast ve molekiiler dizilimlerin olusturulmasi ile baglamigtir. Biyoinformatik
alanindaki bilgisayar uygulamalari, ¢ok yiiksek diizeylerde iiretilen biyolojik wveri,
endiistriyel gen ekspresyonu, aktif molekiil arastirmalari, protein-protein iligkisi, bakteri,
maya, hayvan ve insan genom projeleri benzeri biyolojik gelismelerin ortaya ¢ikardigi
zorunluluklar neticesinde takip edilemez sekilde ¢ok hizli gelisme gostermistir. Son yillarda

biyoinformatik dali disiplinler arasi ayr1 bir bilim dali olarak goriilmeye baslamistir.

Genel olarak biyoinformatik bilgisayar teknolojilerinin biyolojik problemlerin
incelenmesi ve ¢oziilmesinde kullanilmasidir. Kisa tanimla gen dizilemede kullanilan
biyolojik veritabanlarinin meydana getirilmesi ve igletmesinin yapilmasi, genig tanimla var
olan biitiin bilgisayar uygulamalar1 ve tekniklerinin biyolojik problemlerin incelenmesi ve

¢Oziimiinde kullanilmas1 seklinde tanimlanabilir.



Uygulamali bir bilim dali olan biyoinformatik, giiniimiiz genetik bilgi arsivlerinden,
molekiiler biyoloji, tibbi biyolojiden faydalanilarak gelistirilmis bilgisayar yazilimlar
yardimiyla sonucglar elde edilmekte ve bu sekilde Snemli ongoriilerde bulunulmaktadir
(Polat, 2009). NCBI (Biyoteknoloji Ulusal Bilgi Merkezi), yasam bilimlerine (Biyokimya,
Biyoloji, Tip), bilisimdeki teori ve teknolojilere, matematik ve istatistige dayali disiplinler
arast bir bilim dali olarak biyoinformatigi tanimlamistir. Biyolojik veri bankalarmin
olusturulmasiyla verilerde muazzam bir artis goriilmiistiir. Mevcut veriler 1986 yilinda 3939
iken, 1999 yilinda 80.000’¢ c¢ikmis ve kayitlara gore 2004°te yaklasik 160.000 veriye
ulagilmistir. Giinlimiize kadar artig géstermekte olan veri miktar1 2005 yili itibariyle yaklagik
300.000 civarmdadir (Kumar, 2005). Biyoinformatik bu verileri hizli bir sekilde
isleyebilecek yeni algoritmalarin gelistirilmesini 6n ayak olmustur. Biyoinformatik, elde
edilmis veriler {izerinden islem yaptigindan laboratuvar ¢alismalarina kiyasla ¢ok az bir
maliyete mal olmaktadir. Bunun sonucu olarak biyoinformatige dayanan algoritmalarin
gelistirilmesi ile belli 06zel hastaliklar icin teorik ilag kesiflerinin yapilabilecegi
ongorilmistiir (Doerry, 1997; Gatto, 2003). Diinyada biyoinformatik tabanli yazilimlarla
ilag gelistirilmesi amaciyla ila¢ sanayi baglantili birgok sirket kurulmus olup sayilar1 da giin
gectikce artmaktadir. Bu sirketlerin cogunlugu ABD, Isvicre ve Ingiltere’de olmakla birlikte
yazilim alaninda biiyiik atilim gergeklestiren Hindistan’da da bir¢ok biyoinformatik sirketi

kurulmustur (Kumar, 2005).

Modern biyolojinin asagida belirtilen iki ana akisi biyoinformatik ile saglanmaktadir:

1. Deneysel bilgi akisi: Biyolojik olaylari gdzlenmesi ile elde edilen veriler, agiklayici
bir sekilde tanimlanir, sonrasinda bu sekillerin dogrulugu yeni yapilan deneyler ile

denetlenir.

2. Genetik bilgi akisi:  Canlimin DNA’s1incelenmek  suretiyle — karakteristik
Ozelliklerinin belirlenmesi, incelenen bu canli tiriiniin olusturdugu toplulugun
karakteristik Ozelliklerinin bilgi akisi, elde edilen DNA dizisi yeniden genetik

havuzun belirlenmesi i¢in kullanilabilir.

Ozellikle son yillarda esas biyolojik arastirmalarm klinik tip bilgi sistemleri ve
klinik tip uygulamalar1 iizerine etkisi ¢ok belirgin hale gelmis ve gilinlimiizde yeni
nesil epidemiyolojik, teshis, tan1 ve tedavi amagli uygulamalarin ortaya ¢ikmasina 6n ayak
olmustur. Biyoinformatik ¢alismalar ana bilimsel incelemelere o6zgii goriinmekte fakat
bununla beraber Oniimiizdeki 10 yil igerisinde klinik bilisim i¢in vazgecilmez bir hal
alacaktir. Ileriki  yillarda hastalarn  medikal formlarinda artan bir  sekilde
artik DNA dizilimleri yer alacaktir. Giinlimiizde ABD'de baz1 sigorta firmalar1, risk

primlerini  tespit ederken  kisinin genetik tarama  sonuglarin1  isteyebilmektedir.



Biyoinformatikte aragtirmalar i¢in gelistirilmis algoritmalar yakinda klinik biligim sistemleri

icin uygun olarak kodlanmas1 kaginilmaz olacaktir.

Asagida biyoinformatik araglarin kullanildigi genel aragtirma konulart metodolojik ve

biyolojik ¢alismalar seklinde 6zetlenebilir (Searls, 2010; wikipedia web adresi 2015).

Metodolojik calismalar
1. Protein dizilime ve DNA siralama arastirmalari
. DNA dizilime ve DNA siralama arastirmalar1
. RNA, DNA ve protein gibi yapilarin ii¢ boyutlu dizilime arastirmalar1
. Kii¢iik molekiillerin baglariyla etkilesiminin incelenmesi

. Biiyiik GENOM projelerinden ¢ikan sonuglarin incelenmesi

2
3
4
5
6. Bilisim teknolojileri ile otomatiklestirilmis veri incelemesi ve iletimi
7. Gen iirlinlerinin bilgi aglarinin meydana getirilmesi

8. Biyolojik heterojen veritabanlar1

9. Biyolojik bilginin paylagimi

10. Biyolojik faaliyet siireclerinin simiile edilmesi

Biyolojik calismalar

1. Biyolojik fonksiyonu 6nleyen veya izin veren kiiciik molekiillerin olusturulmast
2. Proteinin fonksiyon ve yapisinin incelenmesi

3. Genetik faktorlerin etkilerinin ortaya ¢ikarilmasi

4. Karisik genetik diizenleme faaliyetlerinin olusturulmasi

5

. Endiistriyel veya tibbi amagli biiyiik molekiillerin {iretilmesi

2.2.1. Biyoinformatigin Onemi

Ilag endiistrisi firmalar1 gen dizileme (sekanslama) projelerini yakindan izlemekte olup,
bu yasamsal genetik veri tibbi tan1 ve tedavi amach uygulamalar i¢in gereklidir ve diger

endiistriyel alanlarda da kullanilabilmektedir (Polat, 2009).

Biyoinformatigin baslica gorevlerinden biri; biitlin biyolojik tiirlerin (insan dahil)
genomlarina, proteinlerin ii¢ boyutlu yapilarina, protein sekanslamaya, metabolik yol
veritabanlarina ve biyo-gesitlilige bagli bilgilerine ait niceleyici bilgilerin toplanmasini
saglamaktir. Son yillarda gen dizileme projelerinde yaygm uygulamalarla biyoinformatik
olduk¢a ©nem kazanmistir. Insan genomu projesinin bagar1 ile tamamlanmasinda
biyoinformatigin olduk¢a onemli katkilar1 olmustur. Buna ek olarak biyoteknoloji temelli
iiretim ve siire¢ gelistirmede de biyoinformatigin katkis1 biiyiiktiir. Ila¢ tasarimi,

gelistirilmesi masrafli ve vakit alan bir siirectir. Biyoinformatik bu siireglerin hem maliyetini
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hem de gergeklesme siiresini ¢ok kisaltmaktadir. Biiyiik biyoteknoloji ilag sirketlerinin
neredeyse hepsinde c¢ok genis biyoinformatik arastirma-gelistirme gruplari kurulmustur.
Eldeki verilere gore biyoteknoloji en hizli gelisen {iretim teknolojilerinden biri olmustur.
Uygulamalarda elde edilecek basarilar biyoinformatigin Onemini ortaya ¢ikaracaktir.
Biyoinformatik, ilag tasarimiyla beraber tibbi tan1 ve tedavide de ciddi basarilar elde etmistir

(Hogue, 2002; Polat, 2009).

Biyoinformatik esasinda DNA/RNA dizi incelemeleri igin gelistirilmistir. Ancak
giiniimiiz itibariyle; genomik ve gen ekspresyon calismalari, yapisal biyoloji gibi genis bir
alanda hizmet verir hale gelmistir. Biyoinformatik caligsmalarimi hepsini ilke olarak
destekleyen iki yaklasim mevcuttur. Bunlardan birincisi verilerin biyolojik olarak anlamli
benzerliklere gore karsilastirilmasi ve gruplanmasi, ikincisi de belli bir veri g¢esidinin
incelenerek, baska bir veri cesidinin anlasilmast ve buna gore degerlendirilmesidir. Bu

yaklasimlar biyoinformatigin ana hedefleri ile uyumludur (Brooksbank, 2003).

2.3. Biyolojik Verilerin Elde Edilmesi

Herhangi bir organizmanin geninin DNA dizisini bulmak; smiflandirma ve genomik
benzerlik ¢alismalari, primer se¢imi, DNA parmak izi c¢aligmalari, restriksiyon enzimi

uygulamalari i¢in ¢ok 6nemlidir.

DNA dizisini bulmadan once, dizisini 6grenmek {izere bir genin secilmesi gereklidir.
Bunun i¢in, kanser genetigi arastirmalarinda ¢ok Onemli olan TP53 geni secilsin. Gen
secildikten sonra, bu genin aranacagi veritabani belirlenir. Molekiiler biyolojide, buna benzer
aramalarin ¢ogunda Amerika kokenli Ulusal Biyoteknoloji Bilgi Merkezi (NCBI)’nin
veritabani tizerinden gerceklestirilmektedir. Gen dizisini bulmak igin bu merkezin resmi web
sitesi http://www.ncbi.nlm.nih.gov adresi ziyaret edilebilir (ncbi.nlm.nih.gov web adresi,
2015). Web sitesi yiiklendiginde sayfanin saginda “Popular Resources (Popiiler
Kaynaklar)” basligi altindaki “Nucleotide (Niikleotit)” linkinden bunla ilgili veritabanina
girilebilir.
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Sekil 2.3. NCBI Resmi Sitesi (ncbi.nlm.nih.gov web adresi, 2015)

Bu veritaban1 kullanilarak, secilmek istenen genin niikleotid dizisi Ogrenilebilir. Bu
maksatla sayfanin {ist tarafinda bir arama kutucugu bulunmaktadir. Bu alana aranacak gen
dogrudan yazilabilir. Ancak, aranmak istenen gen yalnizca bir organizmaya has degilse
arama sonuglar1 ¢cok fazla ¢ikacaktir. Ornek olarak, TP53 geni direkt arandiginda ¢ok fazla

sonug ¢ikacaktir. Bu durumda ulasmak istenen sonuca erisim zorlasacaktir.

£ NCBI  Resources (%1 How To )

Sign in to NCBI

Nucleotice Nucleotide v ||TP53 J{ search |

Save searcll Advanced Help
Species Display Settings: (] Summary, 20 per page, Sorted by Default order Send to: Filters: Manage Filters
Animals (5,584}
Plants (47) =
Fungi (25) See TP53 tumor protein p53 in the Gene database Results by taxon
Protists (37) 1p53 ref qi Genomic (1) Transcript (15) Protein (15) Top Organisms [Tree]
Bacteria (13) Homo sapiens (1747)
Archaea (8) ) synthetic construct (163)
Cisini Results: 1 to 20 of 5957 Page [1 | o298 MNed= Last>: Mus musculus (138}

Sekil 2.4. NCBI Arama Sonug Sayfasi (ncbi.nlm.nih.gov web adresi, 2015)

Bu problemi ¢ézmek i¢in aramanin daraltilmasi gerekmektedir. Bunun igin Sekil 2.4’teki
arama kutucugunun yanindaki gelismis arama (Advanced) baglantis1 kullanilabilir (Sekil

2.4) veya Sekil 2.5’deki Species altindaki “Humans” segenegi kullanilabilir.

Gelismis arama alaninda, genin hangi organizmadan oldugunun belirtilmesi

gerekmektedir. Bunun sebebi ayni genin, bagka organizmalarda farkli dizilime sahip
olabilme ihtimalidir. Bu fark organizmalarin degisim siirecinde birbirine uzakligina gore
artmaktadir. Bundan dolay1 gen dizisini 6grenilirken, ilgilenilen canlinin da belirtilmesi

gerekmektedir.
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Sekil 2.5. NCBI Arama Sayfast Gelismis Secenekler (ncbi.nlm.nih.gov web adresi, 2015)

e
<3

How To [¥]

PubMed Home More Resources | Help

I Resources

PubMed Advanced Search Builder Youlf[ Tutorial

Use the builder below to create your search

Edit Clear
Builder

[ Al Fields ] | ®  Showindex iist
[AND v |[ Al Fields v | ® © Show index list

or Add to history

History Download history Clear history
Search  Add to builder Query Items found Time
#1 Add Search TP53 10075  08:09:06

Sekil 2.6. NCBI Gelismis Arama Sayfasi (ncbi.nlm.nih.gov web adresi, 2015)

Nucleotide Home Help
Nucleotide Advanced Search Builder
(Homo sapiens) AND TP53
Edit Clear
Builder
| All Fields v | [Homo sapiens K= Show index list
[AND ¥ || All Fields v |[TPs3 | @  Showindex list 1
|AND ¥ || All Fields ] | ® © Show index list
or Add to history 3
History Download history Clear history
Search  Add to builder 2 Query Items found Time
#1 Add Search TP53 5958  08:44:04

Sekil 2.7. NCBI Gelismis Arama Sayfasi Se¢imler (ncbi.nlm.nih.gov web adresi, 2015)

Gelismis aramada denemek amaciyla Homo sapiens yazilabilir. Ornegin ev Mus

musculus(ev faresi)’da yazilabilir. Organizma belirtildikten sonra “History” deki dnceden
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yapilan arama “Add” e tiklanarak aramaya eklenebilir ve iistteki Search butonuna tiklanarak

arama gerceklestirilebilir (Sekil 2.7).

Arama sonucu adinda TP53 geni gecen tiiri Homo sapiens olan tim DNA dizileri
listelenecektir. Bu listede ilk ¢ikan sonug aranan genin Homo sapiens tumor protein p53 yani

TP53 oldugu ortaya ¢ikmaktadir.

Nucleotide Nucleotide v ||(Homo sapiens) AND TP53| i [ Search |
Save search  Advanced Help
Species Display Settings: (%] Summary, 20 per page, Sorted by Default order Send to: Filter your results:
Animals (2,083)
Customize (ANEATE)
See TP53 tumor protein p53 in the Gene database Manage Filters
Molecule types tp53 reference sequences Genomic (1) Transcript (15) Protein (15)
genomic DNA/RNA (1,809]
mMRNA (319) -
Customize ... Results: 1 to 20 of 2174 pais [ [ oiaos s [ | | B by taxon
Top Organisms [Tree]
SONED dutabaney @ Found 3325 nucleotide sequences. Nucleotide (2174) EST (1149) GSS (2) Homao sapiens )

GenBank (1,463) Mus musculus

RefSeq (589) TPA Homo sapiens chromosome 7 synthetic construct (28)
Customize ... 1. 158,329 839 bp linear DNA Rattus norvegicus (24)
5 " Accession: BLOOD0D1.2 GI: 51847843 Bos taurus (14)
equence lengt GenBank FASTA  Graphics All other taxa (519)
Custom range. More...
Release date Homo sapiens isolate 653 TP53 (TP53) gene. exon 8 and partial cds
Custom range 2. 232 bp linear DNA -
2 - ocs Find related data Cu
R at Accession i1 Gl 557736680
el GenBank Graphics Database: | Select b
Custom range.
o i Homo sapiens isolate 450 TP53 (TP53) gene. exon 8 and partial cds
= 3. 237 bp linear DNA
Show additional filters Accession: KF572429.1 GI: 557786678
GenBank FASTA Graphics Search details =
P SO ST 7o W SR ot % TSP SS Y Y1)

Sekil 2.8. NCBI Gelismis Arama Sonug¢ Sayfasi (ncbi.nlm.nih.gov web adresi, 2015)

Listedeki her bir arama sonucunun asagisinda FASTA, GenBank, Graphics ve Related
Sequences linkleri bulunmaktadir. Aranan genin niikleotid dizisini almak icin, buradaki

FASTA linkinden ulasilmaktadir.

FASTA baglantis1 kullanildiginda (Sekil 2.9), ilgili genin FASTA formatinda niikleotid
dizisi goziikecektir. Dikkatlice bakilirsa goriintiilenen dizi formati “>" karakteri ile
baglamaktadir ve sonrasinda, gen id numarasi, genin adi ve genin kromozom numarasi

bilgileri gbziikmektedir. Bu bilgilerinden sonra ise niikleotid dizisi goriilmektedir.

Nucleotide Nucleotide v \ | Search
Advanced Help
Display Settings: () FASTA Send: — . e
ange region shown 2

Homo sapiens isolate 653 TP53 (TP53) gene, exon 8 and partial cds

Customize view =
GenBank: KF572430.1
GenBank  Graphics
+gi|337786680(gb/KF572430.1| Homo sapiens isolate 633 TP33 (TP33) gene. exon § and partial cds Analyze this sequence =
CTGATTTCCTTACTGCCTCTIGCTICTCTTITICCTATCCTGAGTAGTGGTAATCTACTGGGACGGAACAG Run BLAST
CTTTGAGGTGCTTIGTTITGTGCCTGICCTGGGAGAGACCGGUGUACAGAGGAAGAGAATCTCCGCAAGAAA :
GGGGAGCCTCACCACGAGCTGUCCCCAGGGAGCACTAAGC GAGGTAAGC AAGCAGGACAAGAAGCGGTGG Pick Primers

AGGAGACCAAGGGTGCAGTTAT Highlight Sequence Features

Sekil 2.9. NCBI Gelismis Arama FASTA Sonug Sayfasi (ncbi.nlm.nih.gov web adresi, 2015)

Segilen niikleotid dizisi kisa bir dizi olup toplam 5 satirdan olusmakta ve 232 adet baz

ciftinden (232 bp) miitesekkildir
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3. DNA DiZILEME VE DiZiLEME YONTEMLERI

3.1. DNA Dizileme

Bu boliimde DNA dizilemenin énemine ve kullanilan yontemlere kisaca deginilmistir.
DNA dizilemesi(sekanslama), bir DNA molekiiliindeki niikleotid bazlarinin (A, T,G,C)
sirasinin belirlenmesi islemine verilen addir. DNA dizileme;

e Bireysel genotiplerin tanimlanmasi

e DNA Polimorfizminin tespit edilmesi

e Genetik gesitlilik caligmalari

e Gen/genom haritalarinin ¢ikarilmasi

e Kantitatif 6zellikteki gen lokuslarinin saptanmasi
e Hastalik ve genetik bozukluklarin teshisi

e Ebeveyn ve akrabalarin tespiti

e Filogenetik caligmalar

e Molekiiler arkeoloji

e Adli tip ¢aligmalar: vb. alanlarda kullanilmaktadir.

DNA dizilerinin 6grenilmesi biyoinformatik, biyoteknoloji, adli bilisim, temel biyoloji,
ve tibbi tan1 koyma gibi alanlarda énemli bir hale gelmistir. DNA dizilemesi biyolojik kesif
ve incelemeleri olduk¢a hizlandirmistir. DNA dizilemede kullanilan modern teknolojilerin
imkan verdigi hizlh DNA dizilemeyle Insan Genom Projesi adiylainsan gen haritasi
cikarilabilmigtir. Buna benzer ¢aligmalarla pek ¢ok bitki, hayvan ve mikrobun tam gen dizisi

elde edilmistir.

1970'lerde ~ DNA  dizilerinin ilk  ornekleri akademisyenler tarafindan  iki
boyutlu kromatografi kullanilarak olduk¢a zor yontemlerle elde edilmistir. Sistematik analiz
kullanan boya tabanli dizileme metotlarin gelismesiyle (Olsvik, Wahlberg,
Petterson, 1993) DNA dizilemesi ¢ok daha kolay hale gelmis ve birkag kat daha hizli
yapilabilmistir (Pettersson, Lundeberg, Ahmadian, 2009).

DNA dizilemesi ve analizi ile genetik denetim mekanizmasi ve gen yapisti ile ilgili birgok
bilgi elde edilebilmistir. Rastgele bir organizmadan fazla miktarda ham DNA elde
edilmesine olanak veren rekombinant DNA tekniginin gelismesine ile birlikte DNA dizisi
inceleme metotlar1 da gelismistir. 1960’11 yillarindan itibaren DNA dizileme ile ilgili

incelemeler kabaca Cizelge 3.1°de 6zetlenmistir (Ziilal, 2001).
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Cizelge 3.1. DNA Dizi Analizi Kronolojik Gelismeler (Ziilal, 2001)

Yil
1965
1977

1982

1986

1991

1992

1995

1996

1998

1999

2000

2000

2000

2003

2004

2005

2007

2008

2009

Gelistirici/ Kurulus
Robert HOLLEY

A. MAXAM - W.
GILBERT ve F.
SANGER

Akiyoshi WADA

L. HOOD ve L.
SMITH

(California Teknoloji
Enstitiisii)

Edward
UBERBACHER
Daniel COHEN ve
Fransiz Ekibi

Craig VENTER,
Claire FRASER ve
Hamilton SMITH
Ulusal bir birlik

Washington
Universitesi ve Sanger
Center

ABD, Ingiltere ve
Japonyali bilim
adamlart

Celera ve birlikte
calistig1 tiniversiteler
Celera ve isbirligi
icinde oldugu
iiniversiteler

David PAGE ve
caligma arkadaslari
(Whitehead Enstitiisii)
Linda J Mullins, John
J Mullins

Uluslararas1 HapMap
Konsorsiyumu

Michael R. Stratton, P.
Andrew Futreal, Peter

Aciklama
74 niikleotidlik bir tRNA dizi analizi yapildi
2 adet DNA dizi analizi metodu uygulandi

DNA dizi analizinin otomatik olarak
yapilmasi fikri ortaya atildi
DNA dizi analizinde kullanilmak {iizere

otomatik dizileme makinesi yapildi

GRAIL adinda gen
kullanilmaya basland1
Insanin 21. kromozomun DNA dizi analizi
tamamlandi

Haemophilus influenzea’ ya ait ilk DNA
dizisi yaymlandi

bulma programi

S.cerevisiae adinda ekmek mayasinin DNA
dizisi yaymlandi

Caenorhabditis elegans’in DNA dizisi tespit
edilip agiklandi

Insana ait 22. kromozomun DNA dizisi
tamamlandi

Drosophila melanogaster’ in DNA dizisi
elde edilip agikland

Insan Genom Projesi calisanlar1 ve Celera
kurumu insan gen  haritasi taslagim
tamamladigini agiklandi

DNA dizisi agiklanan ilk bitki “Arabidopsis
thaliana”

Y kromozomu dizi analizi
tamamlandigini duyurdu

¢aligmalarmi

Tarla faresi genomunun 'yiiksek kalitede'
taslagi yaymlandi. Genom normal fare
genomuna gore daha biliyik fakat insan
genomundan daha kiigiiktiir.

Nature’”da  HapMap  (insan  Genetigi
Varyasyon Haritas1) raporu yayinlandi

DNA dizileme hizin1 70 kat arttiran yeni bir
DNA dizileme teknolojisi (NGS) tanitildi

1000 Genom Projesi baslatildi. NGS ile
dizileme maliyeti ciddi oranda diistii.

Ilk kapsamli kanser analizi

yayinlandi.

genomu
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Sanger, 1977)
(Kenneth,
1991)

(Smith, 1986)

(Evelyn, 2013)
(Evelyn, 2013)

(Fleischmann
vd., 1995)

(Galibert,

1996)

(C. Elegans
Sequencing
Consortium,
1998)
(Dunham  vd.,
1999)

(Adams, 2000)

House
Release,

(White
Press
2000)
(Kaul
2000)
(Whitfield,
2003)

vd.,

(Mullins, 2004)

(The
International
HapMap
Consortium,
2005)
http://www.you
rgenome.org/fa
cts/timeline-
history-of-
genomics
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rgenome.org/fa
cts/timeline-
history-of-
genomics
(Michael,
2009)



J. Campbell
2010 10 yilda 4000 saglikli, 6000 genetic hastalikli = (WellCome
10000 insan genomunun karsilastirilacagi = Trust, 2010)
“WellCome  Trust  UKI0K”  projesi

duyuruldu.
2012  Nature Publishing ENCODE projesi insan genomunun aktif (Nature
Group bolgelerini agiklayan 30 arastirma yayinladi. = Publishing
Group, 2012)
2013 ABD Yiksek Mahkemesi dogal olan (The Guardian,
DNA’nin patentlenemeyecegine hiikmetti. 2013)

3.2. DNA Dizileme Yontemleri

DNA dizileme ve analizinde giiniimiizde dort yontem kullanilmaktadir. Bu dort yontem;
a. Maxam ve Gilbert Dizileme Yontemi (Maxam, 1977)
b. Sanger ve Coulson Dizileme Yo6ntemi (Sanger, 1977)
c. Shotgun Dizileme Yontemi
d. Pyrosekanslama (Durmaz, 2010)
2000’11 yillarin baslarina kadar Sanger—Coulson’un yontemi Maxam-Gilbert yonteminden

daha yaygm bir sekilde kullanilmaktadir (Durmaz, 2001).

3.2.1. Maxam ve Gilbert Dizileme Yontemi

Uzunluklar1 farkli DNA pargalarinin birlesmesi ile sonlanmig DNA’y1 kesmek igin
dimetil siilfat, formik asit veya hidrazin kimyasallarinin kullanildig1 yonteme denir (Maxam,
1977). Tek bir DNA dizisi jelinde 40 klonun incelebilmesini saglar. Metodun ana prensibi,
kimyasallar kullanilarak degistirilen DNA’da bazlarinin ve daha sonra farkliliga ugratilmis
piperidin gibi niikleotidlerin bulundugu noktalar {izerinden zinciri kirmasi temeline dayanir.

Dimetil siilfat piirinlerin kirilmasi i¢in kullanilan kimyasaldir. DNA, asidik ortamda
adenin bazindan, bazik ortamda guanin bazindan kirilmaktadir. Hidrazin ile de primidin
bazlar kirilir. DNA’y1 timin ve sitozin bazindan hidrazin kirabilir. Bazik ortamda ve fazla
miktarda tuz yogun ortamda DNA sitozin bazi ile kirilir.

Allan MAXAM ve Walter GILBERT tarafindan gelistirilen metodun temeli dimetil siilfat
formik asit veya hidrazinin DNA’da bulunan bazlar1 degistirip ve sonrasinda bunlara eklenen
piperidinin farkliliga ugrayan niikleotidlerin oldugu bélgelerden var olan zinciri kirmasina

dayanmaktadir (Maxam, 1977).
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Cizelge 3.2. Maxam ve Gilbert Yonteminin Kimyasallar1 (Durmaz, 2001)

Ilgili baz Baza has kimyasal Baz ayirmada kullanilan Zincir kirmada
kullanilan

G Dimetil siilfat Piperidin Piperidin

A+G Asit Asit Piperidin

C+T Hidrazin Piperidin Piperidin

C Hidrazint+baz Piperidin Piperidin

Bu yontemde; 1. adim: Niikleotid dizisi tespit edilecek DNA 6nce 5’ ucundan floresan
boya veya 32P ile isaretlenir. DNA’nin ¢ift sarmali ayrilir veya DNA kullanigsh bir
restriksiyon enzimiyle kesilerek DNA’nin sadece bir ucundan isaretlenmesi saglanir. 2.
adim: DNA molekiilleri 4 farkli tiipe ayrilarak A, C, G veya T niikleotidlerini degistirmek ve
kirmak i¢in zorunlu reaksiyonlar uygulanir. Reaksiyon i¢in kisith bir siire verilerek her tiipte
farkli pozisyonlardaki hedef niikleotidlerden kirilmis DNA pargalar1 elde edilir.

Sonug olarak kirilmanin bulundugu yere gore hepsi 5’ yoniinde isaretli fakat boy olarak
birbirinden farkli DNA dizi pargasi elde edilmis olur. Bu elde edilmis boyca gittik¢e kisalmis
DNA dizileri, jel elektroforeziyle birbirlerinden biiyiikliige gore ayrilir. Otoradyografi

uygulanmasi suretiyle bantlar goriintiilenmektedir (Klug, Cummings, 2000).

3.2.2. Sanger ve Coulson Dizileme Yontemi

Enzimatik DNA sentezine dayanan bu yontem belli zamanlara kadar ¢ok fazla kullanilan
dizi analiz tekniklerinden biridir. Bu yontemde DNA dizisi tespit edilecek olan DNA ipligi,
sentezlenecek DNA ipligi i¢in kalip olarak kullanilmaktadir.

DNA sentezini yapmak i¢in ters transkriptaz, taq DNA polimeraz, klenov veya sequenaz
enzimlerinden biri kullanilmaktadir. Bu metodun temeli, DNA polimerazin dNTP ve

ddNTP’leri substrat olarak kullanabilmesi temeline dayanmaktadir.
Teknik agidan dizi analizi {i¢ asamadan olugmaktadir.

a. Polimeraz zincir tepkimesi
b. Jel elektroforezi ve bilgisayarda degerlendirme

c. Dizileme tepkimesi

DNA tek zincir haline getirilip, tepkimeye girecek olan karisimda ¢ok miktarda dort tiirde
normal niikleotid (A,T,C,G i¢in d[A,T,C,G]TP) bulunmaktadir. Karisimda ayni anda diziyi
rastgele sonlandirmada kullanilan degisik renkte flouresan kimyasallarla isaretlenmis 4 tiir

dideoksi niikleotidler (A,T,C,G i¢in dd[A,T,C,G]TP) vardir.
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DNA polimeraz I ise sentezde zincirin uzamasi agsamasinda gerekli olup, hedef DNA PZR

ile denatiirasyon, baglanma ve uzama basamaklar1 yapilarak ¢ogaltilir.
Dizileme i¢in gerekli olanlar;

e Deoksiniikleotid (ANTP)

e Dideoksiniikleotid (ddNTP)
e DNA kalibi

e Taq DNA polimeraz

e Primer

Primer, DNA kalibi, DNA polimeraz ve dNTP’ler ortama konulurak isaretli niikleotidin
yapiya katilim1 temin edilir. Burada kullanilan ddNTP’lerin yogunlugu diger maddelere gore
diisiik olmalidir. Primere de isaretleme yapilabilir. Isaretlemeden sonrasi zincir sonlanmasi
tepkimelerine gegilir. Elde edilen karigim dort boliime ayrilarak ayri ayn tiiplere konulur. Bu
4 tiipe gerekli enzimler faktorleriyle beraber diisiik derigimli farklt dANTP’ler eklenir ve
inkiibe edilir. ANTP’ler ve ddNTP’ler aym1 karisima konulursa aralarmda bir rekabet olur.
Substrat olarak dNTP’ler kullanilan siire boyunca uzama siirer. Sentezin herhangi bir
asamasinda yapiya dideoksi girer ise tepkime durur. 4 tiipte de ayn1 anda bagimsiz olarak
birgok tepkime olusur. Sonu¢ olarak primerin sonuyla baslayip prematiire sonlanmalarin
bolgelerine dogru tiirlii uzunlukta DNA kisimlart olusur. Dizi analiziyle elde edilmis DNA

dizileri jel lizerinde radyoaktif, flouresan ve giimiis boyalarla isaretlenip tespit edilebilir.

Dizileme tepkimesi PZR benzeri ii¢ ana asamada ve 30-40 ¢evrimde olusur. Sentezlenen
DNA’ya bir ddNTP’nin eklenmesi 3” dogrultusunda OH grubu olmadigindan bu durum
sentezi durdurur. Tepkime sonunda deoksiniikleotidler ile uzamis ve ddNTP’lerle sonlanmig

DNA dizileri elde edilir. Bazlar (sonlandiric 6zellikli) flouresan boyalar ile isaretlenebilir.

Olugan DNA dizilerine jel elektroforezi uygulanabilir ve otomatik dizi analizi aletlerince
okumalar yapilabilir. DNA pargalan jel elektoforezinde elektriksel alanda uzunluga gore
siralanir ve DNA dizisi jelden okunabilir. Poliakrilamid jeller yiiksek ayirim giiciine sahip

olup uygun voltaj ve uygun siirede tek bir niikleotid farkini dahi ayirabilir.

Sonug olarak iki yontemde (Maxam-Gilbert ve Sanger-Coulson) ii¢ temel asamadan
meydana gelmektedir.
a. DNA’min hazir hale getirilmesi
Her iki inceleme esnasinda da tek sarmalli DNA pargalar1 hazirlanir. DNA dizi
analizi metodu esnasindaki ana degisiklik DNA pargalarinin {retilme seklinden

kaynaklanir.
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Tepkimeler

Hem Maxam-Gilbert hem de Sanger yonteminde genel kural, DNA’y1 isaretlenmis 4
parcaya ayirmaktir.

Her pargay1 olusturan tepkime baza 6zgiidiir; belli bir bazin DNA dizisi bulundugu
konuma uygun uzunlukta bir parca olusturur.

Ornek olarak SI-pAATCGACT-31 seklinde bir oligo niikleotid igin sadece C ile
sonlanan parcalar olusturan bir tepkime, 4 ve 7 niikleotid uzunlugunda pargalar
(pAATC ve pAATCATC) olusturur.

Ayni oligo niikleotid i¢in G ile sonlanmig parcalar olusturan bir tepkime ise sadece 5
niikleotidli bir parca (pAATCG) olusturur.

Jel elektroforezi (Yiiksek Voltajl)

DNA’da mevcut olan dort baza (A,G,C,T) uyan isaretlenmis parcalarin
elektroforetik olarak ayrildiklarinda dizinin direkt okunabildigi bir bantlar merdiveni

meydana gelir ve boylece niikleotid dizisi tespit edilmis olur.

3.2.3. Shotgun Dizileme Yontemi

Fazla miktarda klonlanmis DNA parcalarimin birgok par¢aya boliinerek alt klonlar

seklinde dizilemenin yapildigi bir yontemdir. DNA pargalar1 dizilendikten sonra gercek

DNA’nin yeniden yapilandirilmasi saglanir. Bu yontemin amaci; hiz kazanmak ve dogruluk

orani ¢ok yliksek olan sonuglara ulagmaktir. Hemem hemen 10000 bazda 1 baz hata orani ile

calisma yapildig1 varsayilmaktadir. Ozellikle kromozom incelemelerinde ve genom

caligmalarinda tercih edilmektedir.

Avantajlari;

Esleme asamalarini ortadan kaldiran tiim genom Shotgun dizilemesi, klon-klon
dizilemeden ¢ok daha hizli islem yapmaktadir.

Tiim genom Shotgun dizilemesi klon-klon dizilemesi ihtiyact oldugu DNA’nin bir
kismini kullanir.

Var olan referans dizisi varsa tiim genom Shotgun dizileme 6zellikle etkilidir. Var
olan referans genomu hizalayarak genom dizisini bir araya getirmek ¢ok daha
kolaydir.

Shotgun dizileme yontemi genetik harita gerektiren yontemlerden ¢ok daha hizli ve

daha ucuz bir yontemdir.
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Dezavantajlari;

Shotgun dizilerini bir araya getirmek i¢in devasa bilgisayar giicii ve gelismisi
yazilim gereklidir. Bir memelinin genomunu dizilemek icin (milyarlarca baz)
yaklasik 60 milyon DNA dizi okumasina ihtiya¢ vardir.

Bir araya getirilmis genomdaki hatalar genetik bir harita kullanilamadigindan ¢ok
fazladir. Ancak genellikle bu hatalar1 diger metotlara gore ¢c6zmek daha kolaydir ve
referans genom kullanilabilirse bu hatalar minimize edilebilir.

Uygun referans bir genom varsa tiim genomun Shotgun dizilemesi gercek sekilde
yapilabilir aksi takdirde var olan bir genom olmaksizin tiim genomu bir araya
getirmek ¢ok zordur.

Tim genom Shotgun dizilemesi, diger klon-klon dizileme gibi ¢ok yogun emek
isteyen dizileme tiirlerinin ¢6zebildigi hatalara neden olabilmektedir.

Tekrarli genom ve dizileri bir araya getirmek ¢ok daha zor olabilmektedir.

3.2.4. Pyrosekanslama

Dizi analizinde sik kullanilan metotlardan biri olan Sanger yontemini zaman almasi,

bir¢ok agama igermesi gibi farkli dezavantajlar1 ortadan kaldirmak i¢in, Pal Nyrén tarafindan

1986 yilinda gelistirilen bir yontemdir (Nyrén, 2007). Tek niikleotid eklenmesi (Single-

niikleotide addition —SNA) yontemi ile dizi analizi yapan bir yontemdir. Sentezleme ile dizi

analizi yapma ilkesine dayanmaktadir. DNA sentezi sirasinda ortaya g¢ikan pirofosfat’larin

tespit edilmesi temeline dayanan gercek zamanl kantitatif dizi analizi yontemidir. Bu

yontemde islem PZR iiriinlerinin tek zincir DNA(ssDNA)’ya doniisiimii ile baglar. Tek

iplikli DNA kalip olarak kullanilip izole edilir ve her bir primer ¢ifti 5 ucundan biotin ile

isaretlenir (Durmaz, 2010).

Kullanilan Alanlar1

Heteroplazmik DNA dizilemesi
Adli tip incelemeleri

Fungal tiplendirme ve direng
Metilasyon incelemeleri
Bakteriyal tiplendirme ve direng
Insersiyon, delesyon saptanmalari

Viral tiplendirme ve direng

Rastgele bir organizmadan elde edilen DNA’ya uygulanabilir. Ornegin otoimmiin

hastaliklar, koroner arter hastaligi, diabet, alzheimer hastaligi gibi klinik arastirmalar

kolaylastirmakta ve hizlandirmaktadir.
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Mikrobiyoloji Yoniinden Yararlar

e Gergek DNA dizilim bilgilerinin klinik olarak miisait bir zaman i¢inde elde edilmesi
e Mikrobiyal dizilemesi 1 saat i¢inde yapilabilmektedir

e Tir tanimlamasi ve direng karakterizasyonunun tek bir ¢ati icinde yapilabilmesi,

e Antibiyotik diren¢ tanimlamasi, cok kopyali genlerin miktar tayinleri, viral ve fungal

yiikleri dl¢iilebilir.

3.3. DNA Dizi Analizinin Otomatik Yapilmasi

Insan Genom Projesi ¢ok sayida DNA dizi analizi yapilmasii gerektiren biiyiik
projelerdir. Bundan dolay1 yiiksek is giicii, artan inceleme sayisi, uzun siire gerektirmektedir.
Bu gereksinimlerden dolay1 otomasyonun kullanilmasi kagmilmazdir. Otomatik DNA dizi
analizleri siire kazandirmasinin yaninda, daha normal g¢aligma sartlar1 ve elde edilen
sonuglarin daha iyi degerlendirilmesinde de faydali olmustur. Sanger’in enzimatik DNA
sentezini uygulayan zincir sonlanma yontemi otomatik dizi analizinde de kullanilmigtir.
DNA dizi analizini otomatik yapan aygitlar, bir bilgisayarda yiikli yazilimlar ile bu
yazilimlarmlarin yonettigi elektroforez sistemini igermektedir. Burada lazer 1sik ile
monokromatik bir 151k olusturulur. DNA’nin bulundugu jelmatriks bu 11k ile taranir.
Elektroforez boyunca DNA’ya baglanan floresan boya taranan bolgeye geldiginde uyartlir.
Uyarilan bu boya karakteristik dalga boyunda bir 15181 geri yansitir. Yanstyan 11k demeti bir
detektor araciligiyla kaydedilir.

Kaydedilmis bilgiler bilgisayar yazilimi ile degerlendirilip sonuglar grafik olarak veya
matematiksel sekilde bilgisayar ekranina aktarilir. DNA dizi analizi aygitlarinda 6-1000 baz

araliginda giivenli okumalar yapilabilmektedir (Sambrook, Maniatis, 1989).

3.4. Yeni Nesil Dizileme Teknikleri

Yukarida verilen dizileme yontemleri halen kullanilan yontemler olmasina ragmen bu
yontemlerle birlikte gesitli teknikler gelistirilmistir. Ozellikle bilgisayar bilimlerinin katkist
bu tekniklerin gelistirilmesinde etkili olmustur. 1998 yilinda ortaya ¢ikan otomatik dizileme
araglar1 ve kilcal dizileme makineleri kullanilarak 2001 yilinda insan genom projesinin
tamamlanmasi ilgili yazilim ve Sanger dizileme teknolojisinin baslica araglar1 olmustur.
Yeni nesil dizileme (NGS) teknolojilerinin genis uygulamalarla hizli gelisimi ile genomik
dizi bilgisi, hayat sirlarini ¢ozmek gibi hedeflere ulasilmasini yardim etmek icin, daha iyi
bitkiler elde etmek icin, patojenlerin tespiti ve yasam kalitelerini iyilestirmesi icin
kullanilmaktadir. NGS sistemleri Life Science sirketinden “SOLiD/lon Torrent PGM”,
[llumina sirketinden “Genome Analyzer/HiSeq 2000/MiSeq” ve Roche sirketinden “GS FLX
Titanium/GS Junior” programlar ile temsil edilmektedir. NGS sistemleri Roche 454, AB
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SOLiD, Illumina GA/HiSeq ve Compact PGM Sequencers basliklar1 altinda incelenebilir

(Lin Liu, 2012).

Cizelge 3.3.a. Dizileyicinin Avantaji ve Mekanizmasi (Lin Liu, 2012)

Dizileyici

Dizileme
mekanizmasi

Okuma uzunlugu

Dogruluk
Okumalar
Cikig verisi

Zaman

Avantaji

Dezavantaji

454 GS FLX

Pyrosekanslama

700 bp

%99.9
IM
0.7 Gb
24 Saat

Uzun okuma,
hizli

6’dan daha fazla
polibaz hata
orani, yiiksek
maliyet, diigiik
basarim

Hiseq 2000 SOLiDv4 Sanger 3730x1
Sentez ile Ligasyon ve 2 Dideoksi zincir
sekanslama baz kodlama sonlandirma
SOSE, 50PE, 50 + 30 bp veya 400 ~ 900 bp
101PE 50 + 50 bp
%098, (100PE) %99.94 ham veri %99.999
3G 1200 ~ 1400 M -
600 Gb 120 Gb 1.9~84 Kb
3~10 Giin SE i¢in 7 Giin, 20 Dakika ~ 3
PE i¢in 14 Giin Saat
Yiiksek basarim Dogruluk Yiiksek kalite,
biiylik okuma
uzunlugu
Kisa okuma Kisa okuma Yiiksek maliyet,

montaj1 (bir diisiik bagarim

araya getirme)

montaji (bir
araya getirme)

Cizelge 3.3.b. Bilesenler ve Dizileyici Maliyeti (Lin Liu, 2012)

Dizileyici

Enstriiman fiyat:

Islemci

Bellek
Sabit Disk

Hazir otomasyon
kiitiiphanesi

Diger gerekli
arag

Maliyet /milyon
baz

454 GS FLX
Enstriiman
500.0008,

¢alisma basina
7.000%

2* Intel Xeon
X5675

48 GB
1.1TB

Var

REM e sistem

108

Hiseq 2000 SOLiDv4 Sanger 3730x1
Enstriiman Enstriiman Enstriiman
690.000% 490.0008, 100 95.0008, 800 bp
Gb basina reaksiyon bagina
(30 kat) insan 15.000$ 4%
genomu bagina
6.000%
2* Intel Xeon 8* processor Pentium IV
X5560 2.0 GHz 3.0 GHz
48 GB 16 GB 1GB
3TB 10 TB 280 GB
Var Var Yok
cBot sistem EZ beads sistem Yok
0.07% 0.13% 2400%
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Cizelge 3.3.c. Dizileyici Uygulamasi (Lin Liu, 2012)

Dizileyici 454 GS FLX Hiseq 2000 SOLiDv4 Sanger
3730xl1
Yeniden Dizileme - Evet Evet -
De novo Evet Evet - Evet
Kanser Evet Evet Evet -
Dizi Evet Evet Evet Evet
Yiiksek GC Ornegi Evet Evet Evet -
Bakteriyel Evet Evet Evet -
Biiyiik genom Evet Evet - -
Mutasyon tespiti Evet Evet Evet Evet

Yeni nesil dizileme teknikleriyle dizileme maliyeti dramatik sekilde diisiis gostermistir.

Cizelge 3.3’de yeni nesil DNA dizileme tekniklerinin (NGS) detayli bir karsilastirmasi

yapilmistir (Lin Liu, 2012).

Cizelge 3.3°de verilen detayli karsilastirmada asagida belirtilen hususlar gozetilmistir

(Lin Liu, 2012).

1.

Tim veri BGI(Beijing Genomics Institute)’de gilinlilk ortalama performans ile
almmistir. Dizilemeciler(Sekanslayicilar) (genelde Hiseq 2000) yaklasik %80
ortalama ile ¢alistiginda ortalama giinliilk sekans veri ¢ikist BGI’de yaklagik 8
TB’dur.

454 GS FLX Titanium reaktif maliyeti 400 bp sekanslama baz alinarak, Hiseq 2000
reaktif maliyeti 200 bp sekanslama baz alinarak ve SOLiDv4 reaktif maliyeti 85 bp
sekanslama baz alinarak hesaplanmaistir.

HiSeq 2000, 50SE, 50PE veya 101PE gibi sekanslama tiplerinde daha esnektir.
Ozellikle 30 kattan daha fazla kapsamalarda SOLiD yiiksek dogruluga sahiptir. Bu
ylizden yeniden sekanslama, hedeflenmis yeniden sekanslama ve transkriptom
sekanslamada varyasyonlarin tespitinde yaygin sekilde kullanilmaktadir. Seritler

maliyeti azaltmak i¢in bagimsiz olarak ¢alistirilabilir.

Sanger okumalar1 i¢in belirgin basariya ragmen, De Bruijn graf temelli yaklasim

yaygin olarak kullanilmamistir. Bu durum yeni nesil dizileme (NGS) teknolojilerinin

gelmesiyle degismistir. NGS araglar1 milyonlarca kiigiik parcali DNA dizilimlerini hizli
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ve ucuz maliyetli olarak kodlayabilmistir. 4. béliimde yeni nesil dizileme teknolojilerinin

cok sik kullanildig1 De Bruijn graf temelli yaklagimlara daha detayli deginilmistir.

24



4. DE BRUILJN DiZiLERIi VE GRAFLARI

4.1. De Bruijn Dizileri

Hollandali matematik¢i Nicolaas Govert de Bruijn'’den ismini alan kombinatoryal
matematikte (¢6ziim kiimesi ayrik olan optimizasyon problemleri -NP zor problemler- ) n
dereceli k-l bir De Bruijn dizisi B(k,n), verilen k boyutlu bir A alfabesinde tiim olasi n

uzunlugundaki altdiziler igin ard-arda tiim altdizileri i¢eren bir ¢evrim dizisidir.

Alfabe : {0,1}
Altdizi uzunlugu : 2

Altdiziler :

{0, 0} (1,0}
—{0,1}_‘ r{l,]}

De Bruijn D12131

Sekil 4.1. k=2 ve n=2 i¢in De Bruijn Dizisi

) kn-1

Her B(k,n) De Bruijn dizisi k" uzunlugundadir. B(k,n) De Bruijn dizisi i¢in (k) —

tane

farkl1 dizi vardir. Nicolaas Govert de Bruijn (de Bruijn, N. G., 1975)’e gore, yukaridaki
ozellikleriyle birlikte her bir derece i¢in (n) De Bruijn dizilerinin varligi ilk defa ispat
edilmistir. 2 elemanli alfabeler sayesinde 1894’te Camille Flye Sainte-Marie (Flye Sainte-
Marie, 1894) ve Tanja van Aardenne-Ehrenfest’’den dolayr daha genis alfabelere

genellestirme yapilmuistir.

De Bruijn dizisinin ilk bilinen 6rnegi Sanskrit Slgiisiinden gelir. Milattan dnce yasamis
Pingala’nin ¢aligmasina gore, uzun ve kisa inliilerin olast her ii¢ heceli desenine bir isim
verilir. Ornegin kisa-uzun-uzun i¢in ‘y’, uzun-kisa-uzun igin ‘r’. Bu isimleri hatirlamak icin
yamatarajabhanasalagam ipucu kullanildi. Ismin basinda her ii¢ heceli desende; ‘yamata’
deseni kisa-uzun-uzun, ‘rajabhd’ deseni uzun-kisa-uzun seklinde gider. Bu ipucu 3-basliklt

ikili bir De Bruijn dizisine denktir.

! Hollandali matematikgi ve Eindhoven Teknoloji iiniversitesinde emekli profesor olan Nicolaas Govert (Dick) de
Bruijn (9 Temmuz 1918 — 17 Subat 2012) analiz, say1 teorisi, kombinatorik ve lojik alanlarinda énemli katkilar
olmustur.

2 Tatyana Pavlovna Ehrenfest, sonralar1 van Aardenne-Ehrenfest, (Vienna, 28 Ekim 1905 — Dordrecht, 29
Kasim 1984), Hollandali matematikgi.
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1894’te A. De Riviére Fransiz problem dergisi L'Intermédiaire des Mathématiciens’daki
bir makalesinde n uzunlugunda tiim 2" ikili dizileri iceren 2" uzunlugundaki dairesel dizilisinin
varlig1 sorusunu giindeme tagidi. Ayni1 yil C. Flye Sainte-Marie tarafindan 22771 sayisi ile
problem ¢6ziildii. Bu ¢6ziim unutuldu ve 2 boyutlu genel bir alfabe icin boyle ¢evrimlerin
varligini bunlari inga eden bir algoritma ile 1934°te Martin (Martin, 1934) ispatlamistir. Sonug
olarak 1944’te K. Posthumus 22" ~1 sayisini tahmin etti. 1946’da De Bruijn bu tahmini ispat

etmistir.

4.1.1. De Bruijn Dizi Ornekleri

o A4 ={0,1} alfabesi i¢in B(2, 3) De Bruijn dizisinde biri digerinin tersi veya negatifi
olan iki farkl dizi vardir: 00010111 ve 11101000

e Aym alfabede B(2,5) i¢in 2048 De Bruijn dizisinin olasi1 2 dizisi:
00000100011001010011101011011111 ve 00000101001000111110111001101011

‘dir.

4.1.2. De Bruijn Dizisinin Insas1

De Bruijn dizileri k sembollii n dereceli bir Hamilton yolu baz alinarak olusturulabilir. (
n-1 dereceli De Bruijn grafinin bir Euler ¢evrimi) Her 4 sembollii dizi, tam olarak bu dizinin
her kosesi dolasilir ve tekrar baglangi¢ noktasina doniilmesiyle olusmaktadir. (Euler ¢evrimi)
Amag, 3-boyutlu De Bruijn grafinin Euler ¢evrimini kullanarak 2*=16 uzunlugundaki B(2.,4)

De Bruijn dizisini olugturmaktir.

010
0 1,], To !
101
NN
1o +———— ol
T~ A/l
111

Sekil 4.2. Ornek Bir De Bruijn Grafi
Ornegin; Sekil 4.2'ye gore varsayalim ki asagidaki diigiimler sirastyla Euler yolu olsun.

000, 000, 001, 011,111,111, 110, 101, 011, 110, 100, 001, 010, 101, 010, 100, 000.

26



k uzunlugundaki ¢ikis dizisi; 0000, 0001, 001 1 olur. Bu sekilde son diigiime kadar
bu siirdiiriiliirse, De Bruijn dizisi Sekil 4.3 teki gibi olur;

0000111101100101 (Sekil 4.3°de mavi olan)

[
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0.0
0
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Sekil 4.3. De Bruijn Dizisinin Bulunmasi

4.1.3. De Bruijn Dizi insas: i¢cin Algoritma

Frank Ruskey’in Kombinatoryal Nesil (Ruskey, 2012) i¢in baz aldig1 De Bruijn dizisi elde
etmede kullanilan Phyton kodu Cizelge 4.1°de verilmistir.

Cizelge 4.1. Frank Ruskey’in De Bruijn Dizisi Elde Etme Kullanilan Pyhton Kodu

def de bruijn(k, n):
a=[0] *k *n

sequence = []
def db(t, p):
if £t > n:
if n $ p ==

for j in range(l, p + 1): sequence.append(a[j])
else:
a[t] = a[t - p]
db(t + 1, p)
for j in range(a[t - p] + 1, k):
a[t] =3
db(t + 1, t)
db(1,1)
return sequence
print(de _bruijn(2, 3))

Cigelge 4.1°e gore ¢ikis: [0, 0, 0, 1, 0, 1, 1, 1] seklinde olacaktir. Bu kaba kodun karmasikligi
O(n)=n.logn’dir.
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4.1.4. De Bruijn Dizilerinin Kullanim Alanlar1

De Bruijn dizisi “enter” tusu olmayan bir PIN-like kod kilidi iizerinde bir kaba-kuvvet
(brute-force) saldirisini kisaltmada kullanilabilir ve girilen bu son n say1 kabul edilir. Ornegin
4-say1 kodlu sayisal bir kap1 kilidi 10.000 uzunlugunda B(10,4) dizisi ile ¢oziiliir. Boylece
sadece 10.000+3 = 10.003 ( ¢éziimlerin ¢evrimi gibi) tuslamayla kap1 agilir. Denenecek tiim
kodlar ayr1 olarak 4 x 10.000 =40.000 tusa basmay1 gerektirir.

Bir dairesel nesnenin etrafinda yazilmis bir De Bruijn dizisinin sembolleri (6rnegin bir
robotun tekerlegi gibi) sabit bir noktaya bakan n ardisik sembolleri incelenerek agisini
tanimlamak i¢in kullanilabilir. Gray kodu benzer doéner pozisyon kodlama mekanizmasi olarak

kullanilabilir.

De Bruijn ¢evrimlerinin sinir sistemleri {izerinde uyarici diizenin etkisini inceleyen néroloji
ve psikoloji deneylerinde genel kullanimi vardir (Aguirre, 2011) ve bu g¢evrimler 6zellikle
fonksiyonel manyetik rezonans goriintiilemede kullanmak i¢in hazirlanmistir (cfn.upenn.edu
web adresi). De Bruijn dizisi bir sdzciikteki ilk veya son biti hizlica bulmada kullanilabilir

(Anderson, 1997-2009).

4.1.5. De Bruijn Torusu

Bir De Bruijn torusu her k dizisi i¢in m.n matrisi tam olarak bir kez olusan 6zelligi ile
toroidal bir dizidir. Dizinin toroidal olarak ifade edilmesine gerek yoktur. 2 boyutlu bir dizide

haritalanabilir. Ciinkii dizinin toroidal’1 4 tarafi da sarmaktadir.

Boyle bir model, doner kodlama i¢in yukarida tarif edilene benzer bir sekilde iki boyutlu
pozisyon kodlama igin kullanilabilmektedir. Konum, bitisik sensére dogrudan m.n matrisi
incelenerek belirlenebilir ve De Bruijn torusu iizerindeki pozisyonu hesaplanabilir. Sekil

4.4’de 2x2’1i matrisi igin de Bruijn torusu gosterilmistir.
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Sekil 4.4. 2x2 Ikili Matris i¢in De Bruijn Torusu

4.1.6. De Bruijn Kod Cézme

Bir De Bruijn dizisi veya torusunun belli bir baslik veya matrisinin pozisyonunu
hesaplama, De Bruijn kod ¢6zme problemi olarak bilinir. Bu kod ¢6zme algoritmalarinin
karmasikligr O(nlogn) olup, diziler yinelemeli olarak insa edilir (Tuliani, 2001) ve iki boyutlu
duruma genisletilir (Hurlbert, 1993). Biiyiik diziler ve toruslarda pozisyonel kodlamanin

kullanildig1 durumlarda De Bruijn kod ¢6zmenin ilgi alanina girmektedir.

4.2. De Bruijn Graflarn

Graf teorisinde, m sembollii, n boyutlu bir De Bruijn grafi sembol dizileri arasinda
ortiismeleri gosteren yonlii bir graftir. Bu grafin verilen sembollerin olasi tiim n uzunlugundaki
dizisinden olusan m" adet diigiimii vardir. Ayni1 sembol bir dizide birden ¢ok goriilebilir.

S={s1,82,...,Sm} seklinde sembol kiimesi olsun, buna goére diigiimlerin kiimesi;

V=S"={(s1,...,51, 81), (S1,+.-,81, 52),-++5 (S1,---,S1, Sm), (S15---,52, S1)5--+5 (Sms-..,Sm, Sm)} seklinde

olur.

Diigtimlerden biri, tek bir yerde tiim sembollerin sola kaymasi ve bu diiglimiin sonuna yeni
bir sembol ekleyerek baska bir diigiim olarak ifade edilebilir. Bundan sonra elde edilen

diigiimiin 6nceki diiglimden yo6nlii bir kenar1 vardir. Boylece yonlii kenarlarin kiimesi;

E={((V1,V2,...,Vn),(W1,W2,...,Wn)):V2=W1, V3=W2,..., Vi=Wn.1} seklinde olur.
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De Bruijn graflar1 Nicolaas Govert de Bruijn’den ismini almasina ragmen, De Bruijn (de
Bruijn, 1946). ve 1. J. Good (Good, 1946) her ikisi tarafindan bagimsiz olarak gelistirilmistir.
Cok daha oncesinde, Flye Sainte-Marie (Flye Sainte-Marie, 1894) tarafindan bu graflarin

ozellikleri dolayli olarak kullanilmustir.

De Bruijn Graf Ozellikleri

e n=1 ise herhangi iki diiglim arasinda bos kenar olmamasi sartiyla tiim diigiimler
toplam m?” kenar ile baglidr.

e Her diiglimiin m adet giris ve ¢ikis kenar1 vardir.

e Her n boyutlu De Bruijn grafi ayni sembollere sahip n-1 boyutunda yonlii ¢izgi (line)
grafidir.

e Her De Bruijn grafi Euler ve Hamilton grafidir. Bu grafin Euler ve Hamilton

cevrimleri (line grafin insas1 yoluyla bir digerinin esdegeri) De Bruijn dizisidir.

Ug tane n kiigiik ikili De Bruijn grafinin ¢izgi graf ingas1 Sekil 4.5’te gosterilmistir. Sekil 4.5’te
goriildigli gibi, n-1 boyutunda De Bruijn grafinin bir kenar1 n boyutlu De Bruijn grafinin bir
diigiimiine karsilik gelir. n-1 boyutlu De Bruijn grafinda iki kenarli bir yola, n boyutlu De

SN

000 | 101 | [foro ] 111

Bruijn grafinda bir kenara karsilik gelir (Zhang,1987).

Sekil 4.5. ikili De Bruijn Grafinin Ingasi
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4.2.1. De Bruijn Graflari ile Olgiilebilir Genom Yerlesimi

Tam bir kez grafin tiim diigiimlerini ziyaret eden bir dongii bulma (Hamilton dongiisii
problemi olarak adlandirilir) zor bir hesaplama sorunudur; ancak, tam olarak bir kez bir grafin
tiim kenarlarini ziyaret eden bir dongii bulmak daha kolaydir. Bu algoritmik yaklasim DNA
pargalarim1 dogru yerlestirmede bilgisayar bilimcilerini motive etmistir. Burada Hamilton
cevriminde kullanilan her diiglim i¢in bir k-harfli atamak yerine her diigiimii (k-1)-harfli olarak
tanimlay1p her kenara k-harfli atanarak De Bruijn grafinin ideal olarak insas1 saglanmistir. Bu
algoritmik yaklasimda bir Euler yolunun varligin1 bulmak c¢ok kolay olmakta ve genom

yerlestirmede popiiler ¢6ziim halini almaktadir (Phillip, 2011).

4.2.2. Dinamik Sistemler

Ikili De Bruijn graflar1 dinamik sistemler teorisinde benzer nesnelerdeki gibi Sekil 4.6’da

gosterilen sekilde gizilebilmektedir.

Sekil 4.6. Dinamik Sistemler ve Lorenz Atraktorii

Bu benzetme kesin yapilabilir: n boyutlu m sembollii De Bruijn grafi Bernoulli haritasinin

bir modelidir.
X 2 mx mod 1

Bu Bernoulli haritas1 (m=2 i¢in 2x mod 1 haritasi olarak adlandirilir) bir m-adik (Leroux,

2002) sayisininin tek seferde anlasilabildigi ergodik bir dinamik sistemdir.

4.2.3. De Bruijn Graflar1 Kullanim Alanlari

e Bazi grid ag topolojilerinde kullanilir.

o Dagitik 6ziit (hash) tablolar1 Koorde protokolii De Bruijn graflarimi kullanilir.
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e Biyoinformatikte bir genomun okunan dizilerinin de novo (yeniden) yerlesimi i¢in De
Bruijn graflar1 kullanilir (Pevzner, Tang, Waterman, 2001; Pevzner, Tang, 2001;
Zerbino, Birney, 2008).

e Bir genomun sadelestirilmesinde kullanilir.

4.3. Basit DNA Dizileriyle De Bruijn Graflarinin Olusturulmasi

Kisa okuma yerlestirici (short read assembly) i¢in yeni algoritmalarda ¢ogunlukla gen
dizisi verisini gosteren ve saklayan De Bruijn graflar1 kullanilir. De Bruijn graflarinin ne
oldugu ve neden DNA kisa okuma dizilerinin bu kadar popiiler oldugu burada agiklanmaya

calisilmistir (homolog.us web adresi).

De Bruijn grafi k-harfli bilesenlerle bir diziyi gdstermenin etkili bir yoludur. De Bruijn
graflar1 genis dlcekte problemler i¢in kullanilmasina ragmen simdilik niikleotid dizileriyle
sinirli tutulmustur. Cogunlukla makaleler De Bruijn graflarindan gen dizisini elde etme ve
kisa okumalardan (short reads) De Bruijn graflarini olusturma {izerine yazilmistir. Burada ilk
once bir gen dizisinin De Bruijn grafi ile baslayip sonrasinda bu graftan kisa okumalarin nasil

yapildig1 agiklanmistir.

Sekil 4.7°deki ornekte “ATTGCAAGTCGATCATT” gen dizisi, i¢inde oOrtiisme olan
(6rnekte k=7) 11 adet k-harfliye boliinmiis yonlii bir grafin diigiimleri her biri 7 harfle
olusturulmusgtur. Kenarlar orijinal dizi tizerinde 7-harfli komsular (diigiimler) arasinda
cizilmistir. Bu metot bagh diiglimlerdeki 6 (=k-1) niikleotidin Ortiismesini saglamaktadir.

Sekil 4.7°de basit bir 6rnek verilmistir.
Basit DNA Dizisi ——» ATTGCAAGTCGATCATT

7-sembollii diigtimler —» ATTGCAA
TTGCAAG
TGCAAGT
GCAAGTC
CAAGTCG
AAGTCGA
AGTCGAT
GTCGATC
TCGATCA
CGATCAT
GATCATT

De Bruijn Grafi

| ATTGCAA |_>| TTGCAAG |_>| TGCAAGT |_>| GCAAGTC |_>| CAAGTCG |—

|—>| AAGTCGA |_>| AGTCGAT |—>| GTCGATC |—>| TCGATCA |—>| CGATCAT |—>| GATCATT |

Sekil 4.7. k=7 i¢in De Bruijn Grafi

Orijinal gen dizisinde tekrar eden 7-harfli diigiim olmadigindan Sekil 4.7°deki 6rnek basit
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kalmigtir. Sekil 4.8”deki 6rnekte bazi tekrar eden diiglimler verilmistir. Bu 6rnekte en yiiksek
5’ agil1 7-harfli diiglim, en yiiksek 3’ acgili 7-harfli diigiim’de goriilmistiir (her ikisi de mavi

olarak gosterilmistir).

Basit DNA Dizisi —»  ATGCTTGCATGCTTG
7-sembollli diigiimler —» ATGCTIG
TGCTTGC
GCTTGCA
CTTGCAT
TTGCATG
TGCATGC
GCATGCT
CATGCTT
ATGCTTG

De Bruijn Grafi

ATGCTIG |—»| TGCTTGC | GCTTGCA | CTTGCAT [P TTGCATG |——
|->| TGCATGC > GCATGCT | CATGCTT |—»] ATGCTTG |_I

Sekil 4.8. k=7 i¢in De Bruijn Grafinda Dongii

Bu durumda De Bruijn grafinda bir dongii olusur. Sekil 4.8’deki ornekte gosterilen
diigiimler gen dizisinin her iki sarmali i¢in gosterilmemesine ragmen, gercekte her diigiim

Sekil 4.9°da gosterildigi gibi ¢ift sarmallidir.

Basit DNA Dizisi ——» ATGGAAGTCGCTTCCAT

— ATGGAAG
7-sembolll diigiimler ——p TGGAAGT
GGAAGTC
GAAGTCG
AAGTCGC
AGTCGCT
GTCGCTT
TCGCTTC
CGCTTCC
GCTTCCA
De Bruijn Grali CTTCCAT

GGAAGTC GAAGTCG AAGTCGC

A4
A 4

ATGGAAG | ) TGGAAGT
—» TACCTTC

h 4

L AGTCGCT

GTCGCTT  |=» TCGCTTC

A\ 4

CGCTTCC

Y
Y

GCTTCCA

Sekil 4.9. k=7 i¢in Cift Sarmalli De Bruijn Grafi

Sekil 4.9°daki 6rnekte en biiyiik 3° agili 7-harfli diigiim en biiyiik 5° a¢il1 7-harfli diiglimiin
tamamlayicisinin tersidir. Cift sarmalli De Bruijn graflarinin Sekil 4.10°da goriilen adimlar

herhangi boyutta biiyiik bir gen dizisinin De Bruijn graflariyla olusturulmasi tekrar edilebilir.
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Bir gen dizisi 2 ayr1 kromozoma sahip olsa da De Bruijn graflar1 bu kromozomlarin Sekil
4.10°da goriildiigii gibi k-harfli diigiimler ortlisiirse ayr1 kalmayabilir ve baglantilar buna gore

olusturulur.

Kromozom 1 —» ATGGAAGTCGCG
Kromozom 2  a—p GAGGAAGTCCTT

Kromozom 1

ATGGAAG || TGGAAGT || GGAAGTC f=p GAAGTCG |—f AAGTCGC ] AAGTCGC |

GAGGAAG || AGGAAGT | | GAAGTCC F—{ AAGTCCT |3 AGTCCTT |

Kromozom 2

Sekil 4.10. k=7 icin 2 Ayr1 Kromozomlu De Bruijn Grafi

Gosterilen orneklerin hepsinde k=7 alinmistir, fakat k ¢ok kiigiilk veya ¢ok biiyiik bir
tamsay1 olabilir. k oldukca kii¢lik veya 1 olabilir. Ancak Sekil 4.11’den goriilebilecegi gibi
k=1 i¢in De Bruijn grafi ¢ok kullanisl degildir.

DNA Dizisi ATGGAAGTCGCGGAATC
1-sembollii diigiim A’l‘
G
G
A
A
G
TC
y A ‘\ C 3 GC
T :§ —3 G '
G
T i
A
A
T
C

Sekil 4.11. k=1 i¢in De Bruijn Grafi

Burada De Bruijn graflari basit 6rneklerle aciklanmistir. Buradan hareketle bu graflar ile
ilgili su sonuglara varilabilir.

1. Verilen herhangi bir gen dizisi ve k-harfli ile basit yapida bir De Bruijn grafi
olusturulabilir.

2. Dabha biiyiik k-harfliler i¢in tek bir gen dizisini De Bruijn graflarina doniistiirmek daha
kolaydir.

3. Cok yiiksek boyutlu k-harfliler i¢in genellikle, grafi saklamak ve islem yapmak icin
daha fazla bilgisayar bellegine gereksinim duyulmaktadir. Ayrica k degeri igin st
sinirt ayarlanabilen ne kadar bellege sahip bir bilgisayara ihtiya¢ duyulmasi bir

tartigma konusu olup donanim kisitlamalar1 g6z 6niinde bulundurulmalidir.
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4.4. De Bruijn Graflar Ileri Konular

4.3’teki 6rneklerde gosterildigi gibi herhangi bir gen dizisi De Bruijn graflaria kolaylikla

dondstiiriilebilir.

/S
-
-

Sekil 4.12. De Bruijn Grafinin Kaba Goriiniimi

Bu metot “ni¢in genom veya transkriptom yerlesiminde kullanilan kisa-okumalarda bu
kadar popiilerdir” ve ayrica Velvet veya SOAPdenovo gibi geleneksel kisa-okuma genom

yerlestiricilerin neden dogrudan transkriptom genlerine uygulanamadigi agiklanabilir.

4.3.”de gosterildigi gibi herhangi bir genom, De Bruijn grafina doniistiiriilebilir. Bu graf
genomun ne kadar biiyiikk olduguna bagli olarak biiyiik veya kiiglik olabilir fakat temel

ozellikleri tiim genom i¢in benzerdir.

Sekil 4.12°deki De Bruijn grafi igin esit kromozom parcalar1 alinabilir ve bu pargalari
popiiler kisa okuma teknolojilerinden biri kullanilarak kiiciik sekanslar elde edilebilir. Her bir
kiiciik sekans, De Bruijn grafina dondistiiriiliirse; genomun bu De Bruijn grafi parcasi ile
eslesecektir. Durumu basitlestirmek icin, okumalarda dizileme(sekanslama) hatasi olmadig1

varsayilir.

Sekil 4.13°de, iki kisa okuma kirmizi ve mor ile gdsterilmistir. Ayrica bu okumalardan De

Bruijn grafinin eslesen bolgeleri goriilmektedir.
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Sekil 4.13. De Bruijn Grafinda Kisa Okumalarin Kirmizi ve Mor ile Gosterimi

Kavramsal olarak bunun hakkinda disiiniiliirse, tiim genomu temsil eden esit kisa-
okumalardan olusan milyarlarca dizi (sekansimiz) varsa devasa bir De Bruijn grafi elde
edilecektir. Bu De Bruijn grafi tiim genomun De Bruijn grafinin aynisi gibi goziikecektir.

Bundan dolay1 konu De Bruijn grafindan genom dizisini (sekansini) elde etmek olacaktir.

Bu De Bruijn grafim1 olustururken her diiglim ile eslesen kag¢ tane kisa-okumanin izi
stiriilebilir. Bu genomda hicbir tekrar yoksa dizileme(sekanslama), esit 50 okumada
mitkemmel olacaktir ve bu grafin her diigliimii tam olarak 50 kisa-okuma tarafindan ziyaret
edilebilecektir. Bu durumda bu graftan genom sekansinin yeniden ingast onemsiz bir hal

alacaktir.

Gergek diinyada tiim genomlar tekrarli bolgelere sahiptir ve tiim kisa okuma
kiitiiphanelerinde hatalar vardir. Bunlar ¢ozmek, ¢esitli kisa-okuma yerlestirme(montaj)

algoritmalarinin ele aldigi en temel problemlerden biridir.

Tekrarlar ile ilgili, ilging bir gdzlem ile karsi karsiya kalinmaktadir. De Bruijn grafinin
neredeyse tim diiglimlerini 50 kisa-okuma tarafindan ziyaret edilirse; bu 200 kisa-okuma
tarafindan ziyaret edilen diiglimlerin kii¢iikk bir alt kiimesi olup, genomun tekrarli
bolgelerinden olusan diigiimlerin alt kiimesine yakin bir diziyi(sekansi) teskil ettigi iddia
edilebilir ve bu genomda 4 kez gosterilmistir denilebilir. Bu yiizden tekrarlardan kaginmak
yerine geleneksel gen yerlestiricilerde yapildigi gibi De Bruijn graflar1 gen yerlesimi sirasinda

tekrarli bolgelerin tekrar frekanslarini tahmin etmemizi saglamaktadir.

Bahsedilen gézlemler genom yerlesimine karsi transkriptom yerlesimi konusunu giindeme
getirmektedir. Bir genomun kisa-okuma kiitiiphanesinde, genomun tiim bolgeleri esit sekilde
temsil edilmektedir. Buna gore, k-harfli sayis1 yiliksek olursa, genomun tekrarli bolgeleri

olasidir. Ote taraftan k-harfli sayis1 diisiik olursa, dizileme hatalar1 olasidir. Kolaylik ve
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basitlik i¢in, ¢ogu kisa-okuma genom yerlestirme programi ortalama k-harfli sayisini
ayarlayabilir (dizileme derinligine esit, drnekte 50 alinmis olan) ve ¢ok biiyiik veya cok kiigiik

k-harfli say1s1 reddedilmektedir.

Bir transkriptomun De Bruijn grafi hakkinda diisiiniiliirse, cesitli genlerin ekspresyon
seviyelerinden dolay1 dogal olarak graf diizgiin ¢ikmayacaktir. Cok biiyiik k-harfli sayis1 ile
yiiksek derecede ifade edilen genler gelebilir ve kiigiik k-harfli sayisi ile diigiik sayida genler
gelebilir. Bu agiriliklar transkriptom verisini daha ilging kilan 6gelerdir. Bir genom yerlestirme
programi iki ucunda asir1 bol k-harfli sayisim kaldirirsa, gen ifadesindeki degisimi diizgiin
sekilde gosteremeyecektir. Bundan dolay1 genom yerlestiricilerin transkriptom yerlesimi igin

modifiye edilmesi gerekmektedir.

Tim bu durumlar géz oniinde alinirsa, De Bruijn graflarinin tiim biyoinformatikgilerin
cephaneligini i¢eren faydali araclar oldugu izlenimi olusmaktadir. Ancak agike¢a belirtilmeyen,
“ni¢in bu graflar tiim popiiler kisa-okuma yerlestiricileri tarafindan uygulamada en temel arag¢
oldu” agiklanmaya c¢alisilirsa bunun i¢in Sekil 4.14’teki 6rnek ele alinmigtir. Sekil 4.14 bir
genomun De Bruijn grafini1 gostermektedir. Bu genom ve De Bruijn grafi ¢ok az kisa-okuma
ile hizalanmigtir. Sekil 4.14’te hi¢ dizileme hatasi olmadigi varsayimi ile baglanilsin. Eger
bdyle ise sonu¢ dnceden bu genomu bilmeyle veya kisa-okuma verisinden genomun de novo

(yeniden) yerlesimini yapmaya ¢aligmakla degigsmeyecektir.

Tiim okumalar miikemmel ise, ger¢cek genom ile De Bruijn grafi tam eslesecek ve Sekil
4.14°teki grafa hi¢ diiglim ve kenar ekleme ihtiyaci olmayacaktir. Boylece bu genom dizisinin
derinliginin 10X veya 1000X olup olmadig1 dnemsenmeden De Bruijn grafinin boyutu esas

genomun veri hacmi ile degil, boyutu ile sinirlanmis olacaktir.

Bu gozlem sonuglar hakkinda disiiniildiigiinde aragtirmacilar siklikla Hiseq verisinden bir
genomun yerlesimi i¢in ne kadar bilgisayar bellegine ihtiya¢ duyulacagi sorusunu sormaktadir.
Cevap De Bruijn grafina dayanan bir algoritma ile yerlestirilmis (monte edilmis) genomun
boyutuna bagh fakat dizi(sekans) veri hacmine bagh degildir olacaktir. 3 seritli bir Hiseq
verisinden maya genomunun yerlesimi, bir omurgali genomunun yerlesiminden ¢ok daha az
bilgisayar bellegine ihtiya¢c duymaktadir. Ancak, milkemmel bir diinyada yaganilmamakta ve
tim dizileme (sekanslama) kiitliphanelerinin bazi agilardan hatalara sahip oldugu
bilinmektedir. 4.4.1.’de dizileme hatalariyla De Bruijn grafinin yapisinin nasil degisecegini ve
artan bilgisayar bellegi gereksinimini ele almmustir. Yanlis okumalarda bile, De Bruijn
graflarin1 kullanan yeni nesil yerlestirme (montaj) programlari pek ¢ok okumalar {izerinde
calisarak daha az bellek gereksinimine ihtiya¢ duymaktadir. Burada verilen bilgisayar bellegi

anahtar rol oynamaktadir.
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4.4.1. Dizileme Hatalarinin De Bruijn Graflar1 Uzerindeki Etkisi

4.3. ve 4.4. kisimlarinda kavramsal olarak resmi basit tutmak i¢in dizileme hatalar1 gz ardi
edilmistir. Ancak, dizi analizi ger¢ekte dizileme hatalariyla doludur. Bu nedenle, bu hatalarin
De Bruijn graflarimi nasil degistirebilecegi bu kisimda gosterilmeye galisilmistir.

Sekil 4.14’te orijinal genom dizisinden elde edilen 7-harfli De Bruijn grafiyla baslanilsin.

Gen Dizisi =9 GATGACGTCACCTGACG

[ GaTGACG ] AtGAcGT [ T6ACGTC || GACGTCA [ AcGTCAC ] cGreace |-|

|—>| GTCACCT | TCACCTG [ CACCTGA J—»| ACCTGAC [—»] CCTGACG |

KisaOkuma 1 - GATGACGTCA
Kisa Okuma2 - GTCACCTGAC
Kisa Okuma 3 - TCAGCTGACG
Kisa Okuma 4 - ATGACGTCAC
KisaOkuma 5 - TCAGCTGCCG

O—>O—~>O—=>0—>0—>0—> 020> 0=>0C—0
N N N T T T
N P U e 2 U

4 3
Sekil 4.14. De Bruijn Grafi ve 5 tane Kisa-Okuma

Sekil 4.14°teki 11 diigiimlii kenarlar1 bagl De Bruijn grafi verilmis olsun. Varsayim olarak
bu ¢ok kisa genom 10 harfli kisa okumalarla siralanmig olsun. Sekil 4.14°te goriilmektedir ki
5 adet kisa okuma vardir ve bunlardan ilk 4’{i miikemmel fakat 5. Kisa-okuma tek bir niikleotid

hatasina sahiptir. (kirmizi ile isaretlenmis)

Kolaylik saglamak i¢in Sekil 4.14’te altta daireler ve oklar kullanilarak De Bruijn grafi
yeniden ¢izilmistir. Bu grafin 11 diiglimii ve 11 kenar1 sayilabilmektedir. Diigiimler i¢cindeki
7-harf gozilkmemektedir. 4 kisa-okumayla genom ve De Bruijn grafi Sekil 4.14’te gortildigii
gibi tam eslesmektedir.

5. kisa-okuma bir diigiim hari¢ De Bruijn grafi ile eslesmemektedir. Bu nedenle hatali kisa-
okumayi1 tamamen birlestirmek i¢in ek diiglimlerin olusturulmasina ihtiya¢ duyulur. Bu ek

diigtimler Sekil 4.15°de gri ile gdsterilmistir.
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Gen Dizisi =—» GATGACGTCACCTGACG

Kisa Okuma5 —» TCAGCTGCCG

[ GATGACG ] ATGACGT [ TGACGTC || GACGTCA [ ACGTCAC [ CGTCACC |-|

|—>| GTCACCT || TCACCTG CACCTGA —» ACCTGAC |—»| CCTGACG |

CACCTGC |—{ ACCTGCC |—» CCTGCCG |

O*O*O—»O*O—»O—»O—»%Ci—»@—»@
N0=0—0

o200

Sekil 4.15. De Bruijn Grafinda Hatali 5. Kisa Okuma

Sekil 4.16’da 5. okumanin hizalanisin1 gosteren basitlestirilmis De Bruijn grafi

goziikmektedir.

Sekil 4.16. 5. Kisa Okumanin Basitlestirilmig De Bruijn Grafi

Sekil 4.15°deki drnekte genom dizisi ve De Bruijn grafi dnceden bilinmektedir. Bu yilizden
hatali okumay1 temsil eden dallanmay1 séylemek kolaydir. Gen yerlestirme probleminde, De
Bruijn grafi kisa-okumalardan ilk kez insa edilir ve sonrasinda De Bruijn grafindan genom
dizisi elde edilir. Burada “yanlis dallanmay1 bulmak ne kadar miimkiindiir” seklinde bir soru

akla gelmektedir.

Bazi hatalarla genomdan dizilenmis binlerce kisa-okumadan De Bruijn grafinin ingasi
kavramsal olarak diisiiniiliirse, okumalarin biiyiik ¢ogunlugu miikkemmel sekilde eslesecektir.
Bunlar genomun De Bruijn grafinin eslesmis yollar ile pek ¢ok ortiisme olusturacaktir. Cok
az hatal1 okuma, yogun olmayan capraz gegisli fazladan dallanmalar olusturacaktir. Bunun
sonucu olarak, pek ¢ok okumadan olusturulmus De Bruijn grafi Sekil 4.16’daki gibi

goziikecektir.

De Bruijn grafindaki yogun bolgeler ortiisen cogu okumay1 temsil etmekte, olasi hatalardan

olusmus ¢ok az okuma da yogun olmayan bdlgelerde gdziikmektedir. Bundan dolay1
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yerlestirme algoritmalar1 ¢ok hafif sekilde dallanmis bolgeleri (yollar1) budar ve sonrasinda

yogun sekilde dallanmig bolgelerden genomu yeniden olusturur.

Sekil 4.16’daki o6rnekte goriilen hatadan olusmus dallanma orijinal De Bruijn grafindan
cikarilir. Baska bir ihtimal de vardir. Bazen bu okumalar De Bruijn grafinin k-harfli boyutuna
gore yeterli uzunluktadir ve hata ortada olabilir. Boyle durumlarda, hatali okuma genomun De
Bruijn grafinin her iki ucu ile hizalanabilir fakat ortadaki hata farklidir ve bir dongii olusturur.
Iyi kisa-okuma yerlestirme algoritmalar1 hafif sekilde olan dallanmalari ve déngiileri

budamaktadir.

Okuma hatasinin olmadig1 De Bruijn grafinin boyutu ele alinan genomun boyutuyla sinirh
olup ve dizileme derinligi degismezdir. Ama hatalar oldugunda bu durum gegerli degildir.
Hatalar De Bruijn grafina dallanmalar ekleyerek grafin boyutunu biiyilitmektedir. Bundan
dolayi, grafi yliklemek i¢in daha fazla bilgisayar belegine ihtiya¢ duyulur. Bu ek bilgisayar
bellegi gereksinimi, okumalarin sayisi1 ile neredeyse dogrusal olarak artacaktir. Ciinkli okuma

sayisi arttikca dogrusal olarak hatalarin sayis1 da artacaktir.

4.5. Yeni Nesil Dizileme Teknikleriyle Yeniden Gen Yerlesimi

Yeni nesil dizileme teknikleri;

e Geleneksel Metotlar
e Hash Aramalar

e De Bruijn Graf Temelli Yaklagimlar
adinda 3 baslik altinda incelenebilir.

4.5.1. Geleneksel Metotlar

Gen yerlesiminde geleneksel bir yaklasimda ortiisen grafin kullanimi formiilize edilebilir
(Myers, 1995). Bu yapida her bir okuma, iki yonlii bir kenar tarafindan baglanmis agik bir
ortiismeyi temsil eden 2 okumanin oldugu ayr1 bir diigiim olarak temsil edilmektedir. Ortiigme-
uzlagsma-diizen yaklagimi o6zellikle uzun okumalarda hem sezgiseldir hem de saglamdir.
Ortiismenin hakiki olup olmadigini belirlemek ¢esitli deneylerle olasidir. Ciinkii her DNA baz

¢ifti hizalamas1 uzun diziler lizerinden yapilmistir (phrap.org web adresi).

Ancak bu yaklasim 6zellikle yeni nesil mikro-okuma dizilemede ¢esitli dezavantajlar1 da
beraberinde getirmektedir. Gergekte Ortiisen DNA baz giftlerinin hesaplanmas1 deneyler
(Pearson, Lipman, 1988) veya filtreler (Rasmussen, 2005) tarafindan optimize edilebilmesine
ragmen dogal olarak 2. dereceden bir karmasikliga sahiptir. Sadece EDENA (Hernandez,

2008) isimli mikro-okuma yerlestirici bu yaklasim kullanilarak gelistirilmigtir.
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Bir diger okuma {izerinden tam uzunlukta hizalanan okumay1 da iceren okumalar graftan
kaldirilmak zorundadir (Myers, 2005). Bu, ortiisen bir graf ile dogrudan gergeklestirilemeyen
karigik uzunlukta dizileme gerektirir. Cesitli programlar ortiisen graflar {izerinden karigik
uzunlukta gen dizisi yerlesimlerini gerceklestirmeye caligmaktadir (Chevreux, 2005;
Reinhardt, 2009) fakat bu programlar bu okumalarin kullaniminda bir asimetri ile baglamak
zorundadir. Ne kisa okumalar uzun okuma Ortiismeleri iizerinden basitce haritalanir ne de bu

programlarla ayri olarak gen dizisi yerlesimi yapilabilir.

4.5.2. Hash Aramalan

Ortiisen graflarin olusturulmas icin gereken 2. dereceden hesaplama miktarini azaltmak
icin, baz1 gelistiriciler bilgisayar veri yapilarmin iyi ¢alisan bir sinifi prefix agaclarini

kullanmay1 tercih etmistir.

Ana hedef greedy aramasi yoluyla bir ortiisme kiimesini (kontig) yinelemeli olarak
genisletmektir. Program baslangigta tek bir bi¢imde rasgele bir okuma seger. Her bir adimda,
mevcut ortiisme kiimesine dogru olarak ortiisen okumalar1 bunun veritabani araciligiyla arar.
Buradan okumalar kiimesi azaltilir ve sonrasinda program uygun genislemeyi belirlemek i¢in
bir tahmin (horistik) kullanir ve mevcut ortiisme kiimesine ekler. Bu siire¢ tiim olas1 okumalar
bitene kadar birka¢ kez calistiktan sonra tiim ortiismeler PHRAP gibi geleneksel gen
yerlestirme yazilimi kullanilarak birlestirilebilir. Cizelge 4.1°de yaymlanmis metotlarin bir

Ozeti verilmigtir.

Cizelge 4.2. Arama Tabanli Gen Yerlestirme Programlari

Program Kaynak Tahmin Kriteri

SSAKE R.L. Warren (Warren, 2007) Kapsama, ortiisme uzunlugu

VCAKE W.R. Jeck (Jeck, 2007) Kapsama, ortiigme uzunlugu, g¢ogunluk
sayi1s1

SHARCGS J.C. Dohm (Dohm, 2007) Ortiisme uzunlugu, uzlasma

QSRA D.W. Bryant Jr. (Bryant Jr., 2009) Kapsama, oOrtisme uzunlugu, kalite

puanlari, cogunluk sayisi

4.5.3. De Bruijn Graf Temelli Yaklasimlar

1995’te Idury ve Waterman (Idury, Waterman, 1995) gen yerlesimini géstermek i¢in bir
dizi grafinin kullanimi tanitti. Onlar, melezlesme tarafindan dizilemesi verilen bir genomda
bir niikleotid dizisinde tiim k’l1 niikleotid sozciiklerinin (k-harfli olarak da bilinen) tespit
edildigi alternatif dizileme teknikleri i¢in bir gen yerlestirme algoritmasi sunmustur. Bunlarin

¢Oziim metodu tespit edilen her sodzciik igin bir diigiim olusturmay1 ve sonra Ortiisen k-
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harflilere karsilik bu diigiimleri baglamay1 icermekteydi. Bunlar sonra dallanan baglantilarin
yok olmasindan dolay1 k-harfli kesin iiretilen oOrtiisme kiimelerinin Ortiisen zincirlerini

raporlayabilmistir.

Pevzner 2001°de bu fikri genisletti. Ilk olarak De Bruijn grafi olarak adlandirilan gok az
farkli formiile edilmis dizi grafin1 6nerdiler. Ayni grupta olan algoritmalar1 gelistirmek icin
arka arkaya yayinlar yapildi ve De Bruijn grafindaki hatalar diizeltildi (Pevzner, Tang, 2001).
Burada iki yonlii (paired-end) okumalar (Pevzner, Tang, 2001) ve kisa-okumalar (Chaisson,
Pevzner, 2008) kullanildi. Klasik Sanger metodunda ve Hamilton ¢evrimi metotlarinda sonug
genomu elde etmek oldukg¢a zordur ve NP-tam bir problemdir. De Bruijn graf temelli NGS

teknolojileri Euler yolu ile sonug genomu elde etmeyi daha kolay hale getirmistir.

4.6. Velvet Assembler

Velvet genomun yeniden yerlestirilmesi ve kisa-okuma dizileme hizalanmalarini ¢6zmek
icin tasarlanmisg bir algoritma paketidir. Bu algoritma hatalarin kaldirilmasi ve tekrarli
bolgelerin basitlestirilmesi yoluyla genom dizisini yerlestirmek i¢in De Bruijn graflarinin
manipiilasyonuyla gergeklestirildi (Zerbino, 2008). 2008 yilinda Daniel Zerbino® ve Ewan

Birney* tarafindan gelistirilmistir.

Yeni nesil dizileyicilerin (NGS) gelisimi ¢ok kisa okunan DNA dizileri {izerinde
maliyetlerin diismesine yol agti. Hizalama i¢in bir metot olarak De Bruijn graflarmin
manipiilasyonu daha gercekei bir hal aldi fakat sonraki gelismeler hatalar ve tekrarlar ile ilgili
konulara odaklanmay1 gerektirmistir (Miller, 2010). Bu da Ingiltere’deki Avrupa
Biyoinformatik Enstitlisinden Daniel Zerbino ve Ewan Birney tarafindan Velvet’in

gelistirilmesine onciiliik etmistir (Zerbino, 2008).

Velvet basitlestirme ve sikistirma yoluyla De Bruijn graflarinin verimli sekilde
manipiilasyonuyla grafta bilgi kaybi olmaksizin yollart kesismeyen tek diiglimleri
yakinsayarak caligsmaktadir. Algoritma birlikte birlesmis dizileri bir hata diizeltme algoritmasi
kullanarak ortadan kaldirip, tekrarlari ¢ozebilir. Tekrarlar, yerel ortiisen ayri yollarda tekrarlar
¢oziicliyle sonradan diziden kaldirilir. Kisa okumalarin kombinasyonu ve okuma g¢iftleri
Velvet’in kiigiik tekrarlar1 ¢ozmesine ve makul uzunlukta kontiglerin iiretilmesine izin
vermektedir. Velvet’in bu uygulamasi N50 uzunlugunda 50 kb ‘lik prokaryotik DNA baz ¢ifti

verisi ile kontigleri liretebilir.

3 Matematik ve Bilgisayar Miihendisi, EMBL-EBI’da Genom Analizi Takim Lideri, Velvet
Assembler Gelistiricisi
41972 dogumlu, Biyokimyaci, EMBL-EBI’da yonetici, Velvet Assembler Gelistiricisi
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4.6.1. Velvet Algoritmasi

Velvet zaten bahsedildigi gibi kisa-okumalar1 yerlestimek i¢in De Bruijn graflarini kullanir.
Daha ayrintili olarak Velvet graftaki tek bir diigiimde okumalardan elde edilen her farkli k-
harfliyi temsil eder. Eger bu k-harfliden k-1’1 ortiisiirse iki diigiim birbirine baglidir. Baska bir
ifadeyle k-harfliden son k-1 karakteri varsa A diiglimiinden B diiglimiine bir baglant1 vardir
ve B ile temsil edilen diiglimiin k-harfli ilk k-1 karakteri A ile temsil edilen diigiimde temsil

edilir. Sekil 4.17°de Velvet ile olusturulmus bir De Bruijn grafi 6rnegi gosterilmistir.

Ayni islem kars1 ipliklerin okumalart arasinda ortiismeler dikkate alinarak tiim k-harflilerin
tamamlayicisi ile es zamanli yapildi. Basitlestirme ve hata silmeyi i¢eren birkag iyilestirme bu

graf lizerinde yapilabilir.

AATaA
AATG
acca
ACGT G
ACTA
NG GG
ATAT o)
AT G A G

ATEGC
CCGT
. . o = igin kbl €6 T A
TCCCGT TAGGGT AT AT AT disginnleri hesapl o
CTAT
ArTRCT TACGTA ATGACT
A GO (s
TTGOCG CATAGO TAATAT GCC G

GGGTiED

e
x3
TaTaxy
TATG
TG A
TG CCU )
TGOT

TTGC

GTACGT GTACTA

Asarccee GGGTAA TGACCA

CTATAT

|_>{ Arar

Sekil 4.17. Velvet ile De Bruijn Grafinin insasi

Bu islemler sunlardir;

e Basitlestirme (Simplication)

e Hata Kaldirma (Error Remove)
o Kuyruklar (Tips)
o Kabarciklar (Bubbles)

o Hatali Baglantilar (Erroneous Connections)
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4.6.2. Basitlestirme

Bellek maliyetini diigiirmenin kolay yolu grafimizda, olusturulmus yolu etkilemeyen
diigiimleri birlestirmektir. Ornegin A diigiimiinden B diigiimiine sadece ¢ikis yoniinde
kenarlar1 olan diigiimler varsa bu diigiimler birlestirilir ve bu diiglime sadece bir giris yapilir.
(A diigtimiinden birlestirilmis diigiime). Bu diigiim, bu aradaki diigiimlerin tiim bilgisini temsil

eder. Sekil 4.18’de baslangi¢ De Bruijn grafininin basitlestirilmesi islemi gosterilmistir.

TATG
[Granarn | Wa

TATA

IGCCGTA GIAGGGTA

FACTAT

ATGACCA

Sekil 4.18. Basitlestirme Sonras1 De Bruijn Grafi

4.6.3. Hata Kaldirma

Grafimizda, dizileme iglemi yoluyla veya bazi hatalar1 iceren biyolojik drneklerin (6rnegin
polimorfizm) basitlestirilmesinden kaynaklanan hatalar bulunmaktadir. Velvet algoritmasi
bununla ilgili 3 g¢esit hatayr tamimaktadir. Bunlar; kuyruklar, kabarciklar ve hatali

baglantilardir.

4.6.3.1. Kuyruklar

Uglarindan birinin baglantisinin olmadigi kuyruk olarak degerlendirilen bir diigiim graftan
silinebilir. Bu tiir diiglimlerde saklanan bilgi 2k’dan daha kisa olmalidir. Bu tiir diiglimlere
gelen kenarlar diisiik yogunluktadir (bu kenarlarin sayisi grafin ingas1 esnasinda bulundu) ve
sonug olarak diger alternatif yollarla mukayese edilemez. Bu hatalar kaldirildiktan sonra graf

tekrar basitlestirme islemine tabi tutulur.
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,
[oranata | m@

I TATA

Kuyruklar
T
1
:'l'(i(_‘C(i'J A GTAGGGTA

TACTAT

ATGACCA

Sekil 4.19. Kuyruk Tiirleri

4.6.3.2. Kabarciklar

Iki farkli yolla baslaylp ayni diigiimde sonlandiginda kabarciklar olusur. Normalde
kabarciklara hatalar veya biyolojik varyasyonlar sebep olur. Bu hatalar Tour Bus algoritmasi
kullanilarak kaldirilir. Tour Bus algoritmasi Dijkstra algoritmasina benzer, hangi diigiimiin
silinecegini belirlemede ve en iyi yolu tespit etmede BFS (genis oncelikli arama) metodunu

kullanir. Sekil 4.20°de bununla ilgili basit bir 6rnek gosterilmistir.

| > |CGTAGTATGGCT
GTAGTAT

Sekil 4.20. Kabarcigin Kaldirilmasi

GTACTAT

TATGGCT

Kabarciklar Sekil 4.17°de ve Sekil 4.18°de gosterilen 6rnekler tizerinden Sekil 4.21°de de

gosterilmistir.

IGGCCaGTA GTAGGGTA

Bu diigiim
{ ).---=" bir kabarcik
S olusturur
ATGACCA

Sekil 4.21. Kabarcik Tespiti

4.6.3.3. Hatalh Baglantilar

Hatal1 baglantilar grafta, dogru yollar iiretemeyen baglantilar veya higbir sekilde
taninmayan yapilardir. Velvet algoritmasi, Tour Bus algoritmasi islemini tamamladiktan sonra
bu hatalari, kullanici tarafindan tanimlanmasi gereken basit bir kapsama, kesme uygulayarak

silmektedir.
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5. DNA DIiZiLERIYLE DE BRUIJN GRAF UYGULAMALARI

5.1. Giris

Reel diinyada DNA dizileri tam dogruluga sahip degildir. Elde edilen DNA, RNA verileri
biyoinfornatik g¢evrelerininde kabul ettigi gibi %100 dogruluga sahip olmasi beklenemez.
DNA verisinin dogruluk oranini artirmak igin bir organizmadan alinan &rnek Referans
Genom’un farkli bolgelerinden(kontig) bir veya fazla sayida kisa-okumalar(short-reads)
yapilir. Referans genomdan en yiiksek dogruluga sahip ger¢ek genom elde edilebilmesi igin

yeteri sayida kisa-okumalar yapilmalidir.

Bir organizmanin DNA verisinin dogrulugunu tespit etmenin gesitli yontemleri vardir.
Bunun i¢in DNA hizalama (kisa-okumalarin ortiistiiriilmesi) ve string graflar kullanilmaktadir.
Gergek DNA verileri ¢ok biiyiik miktarda oldugundan bu yontemler kullanilirken ¢ok biiyiik
miktarda bellek kullanilmakta ve bu ¢ok fazla ¢alisma zamani almaktadir. Bundan dolay1
bellek kullanimin1 ve c¢alisma zamanini azaltmak igin yeni yoOntemlere gereksinim
duyulmustur. Bunlardan biri de De Bruijn graflar1 kullanilmasidir. Bu sekilde kisa-okumalarin
De Bruijn grafi elde edilerek De Bruijn Grafi tizerinde kuyruk(tips), kabarcik(bubbles) gibi
yapilarin yardimi ile bu kisa okumalardaki hatali bazlar1 (A,T,G,C) tespit edip daha gilivenilir
bir genom (consensus genome) elde edilebilmektedir. Yazilan yazilim ile graf teorisindeki
Euler yolu teknigi baz alinarak De Bruijn grafi insa edilmistir. Ayrica burada kuyruklar tespit
edip silmek i¢in Round Table algoritmas1 kullanilmis ve diigiimleri azaltmak i¢in basitlestirme
islemi yapilmistir. Yapilan 6rneklerde bu yontemin diger yontemlere nazaran daha verimli
oldugu anlagilmistir. Yazilim araci ile bu durumu gostermek ig¢in 4 uygulama Ornegi

sunulmustur.

5.2. Yazilhm Aracinin Gelistirilmesi

Bu yazilim kodlanitken NetBeans IDE 8.1 platformunda Java programlama dili
kullanilmistir. Kodda olusturulan “.py” uzantili Python dosyalarinda Graphviz kiitiiphanesi

fonksiyonlar1 kullanilarak graflarin gorsel ¢izimleri yapilmstir.

Yazilim ¢alistirilmadan 6nce bilgisayarmizda Java’nin yiiklii olmas1 gerekmektedir. Yiikli
degilse https://java.com web adresinden yiiklenebilir. Yazilimimizi “DeBruijn” adinda
klasorden acalim. Sekil 5.1°de isaret edilen “run-windows.bat” dosyasi c¢alistirilirsa Sekil

5.2’deki konsol ekrani ¢ikacaktir.
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> DeBruijn
id

build

dist

doc

nbproject
out-2015-12-25
out-2015-12-28
out-2016-05-04
out-2016-06-23
srC

test

build xml

=L

| run-windows.bat

short-reads.dat
m e im e

BN CAWINDOWS\systemn32emd. exe

Degigtirre tarihi

Sekil 5.1. DeBruijn Klaso

Tir Boyut

Dosya klasara
Dosya klasari
Dosya klasard
Dosya klasara
Dosya klasari
Dosya klasari
Dosya klasari
Dosya klasard
Dosya klasari
Dosya klasari

XML Belgesi

MF Dosyasi
Windows Toplu I5 ...
GOM Media file.d...

Pada L I 0 DR N ol Y N

i

Sekil 5.2. Yazilim Konsol Ekran1

Sekil 5.2°deki konsol ekraninda k-harfli sayisin1 girmemiz istenecektir. Belirtilen k degeri
k-harfli kenar sayisini1 ve k-1-harfli diigiim sayisin1 ifade etmektedir. k=5 degeri girilip enter
tusuna basilir. Sekil 5.3’de De Bruijn grafi cizilecek DNA kisa-okuma dosyasi segilir. DNA
kisa-okuma dosyasi segildikten sonra yazilim calisacak ve konsolda Cizelge 5.1°deki logu
olusturacaktir. Yazilim “DeBruijn” klasoriinde “out-2016--05-23” formatinda yazilimin
caligtirildig tarihi belirten bir klasor olusturacak ve bu klasdrde “.dat” uzantili De Bruijn grafi

dosyalarini ve ”.py” uzantili Python dosyalarini olugturacaktir. Sekil 5.4’de bu klasoriin igerigi

gosterilmistir.
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| £ Short Reads File >
Look In: | DeBruijn | |EE| |5} || [aE]e=

out-2016-05-04 [y run-windows.bat [} short-reads-5.dat

out-2016-06-23 [y short-reads.dat [} short-reads-5_1.dat

Src B short-reads_sample.dat |j| short-reads-6.dat

test i

build.xml [} short-reads-3.dat

manifest.mf ‘ short-reads-4.dat

4| | Il [ »
File Name: short-reads-3.dat |
Files of Type: -

Sekil 5.3. DNA Kisa-okuma Dosyas1 Se¢imi

sel » DeBruijn » out-2016-05-04

s

Ad Degistirme tarihi Tar Boyut

E debruijn-edges.dat 4520161312 GOM Media file(.d... 1KB
E debruijn-nodes.dat 4,5,2016 13:12 GOM Media file(.d... 1KE
@ debruijn-remove-errors-edges.dat 4,5.2018 13:12 GOM Media file(.d... 1KE
debruijn-remove-errors-nodes.dat 4,5,2016 13:12 GOM Media file(.d... T1EE
E debruijn-simplification-edges.dat 4520161312 GOM Media file(.d... 1KB
debruijn-simplification-nodes.dat 4520161312 GOM Media file(.d... 1KB
D graphviz-remove-errors.py 4.5.2016 13:12 PY Dosyasi 1KB
D graphviz-short-reads.py 4520161312 PY Dosyasi 3KB
D graphviz-simplification.py 4.5,2016 13:12 PY Dosyas T1KE
k-mers.dat 45,2016 13:12 GOM Media file(.d... 4 KB
k-mers-sorted.dat 4520161312 GOM Media file(.d... 4 KB
@ k-mers-steps.dat 4520161312 GOM Media file(.d... 6 KB
short-reads.dat 4520161312 GOM Media file(.d... 2KB
short-reads-sorted.dat 4520161312 GOM Media file(.d... 2 KB
E short-reads-steps.dat 4520161312 GOM Media file(.d... 2 KB

Sekil 5.4. Yazilim Calistirildiginda Olusan Dosyalar

Sekil 5.4’de kisa-okuma dosyalari (short-reads....dat), k-harfli dosyalar1 (k-mers-....dat),
DeBruijn grafi diiglim ve kenar dosyalar1 (debruijn-nodes.dat, debruijn-edges.dat) ve De
Bruijn grafina uygulanan algoritma dosyalar1 (debruijn-remove....dat, debruijn-
simplication.....dat) goriilmektedir. Ayrica De Bruijn grafini gorsel olarak gostermek igin

13

yazilim tarafindan “.py” uzantili Python kodu dosyalar1 olusturulmustur (graphviz-short-
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reads.py, graphviz-remove-errors.py, graphviz-simplication.py). De Bruijn grafinin ilk
halinnin gorseli olusturulmak istenirse “graphviz-short-reads.py” dosyasi acilir. Sekil 5.5°de
bu dosyanin igerigi goriilmektedir. Sekil 5.5’deki Python kodu Graphviz kiitiiphanesini
kullanmaktadir. Bu kodu Windows igletim sisteminde c¢alistirmak i¢in WinPython-64bit-
3.4.3.7 sisteme yiiklenmeli ve “WinPython Control Panel.exe” ¢alistirilarak “graphviz-2.38”
paketi Sekil 5.6’da gosterildigi gibi kurulmali ve “graphviz-2.38.msi” dosyast Sekil 5.7°de
gosterildigi gibi konsolda yonetici modunda kurulmalidir. Ayrica sistemin ortam degiskenleri

PATH’ine “C:\Program Files (x86)\Graphviz2.38\bin” degiskeni eklenmelidir.

|=] graphviz-shortreads py  E3 I

krom graphviz import Digraph

b
a1

1]

dot = Digraph (comment='The Round b
dot #dog : +ELLIPSIS

dot .
dot.
dot.
dot.
dot.
dot -
dat:
dot.
dot .
dot .
dot.
dot.
dot.
dot.
dat .
dot -
dot.
dot.
dot.
dot.
dot.
dot.
dat .
dot .

{03 TR Y S P T o I ]

-]

; =} (=
[ TN R s

=

=+ ;
Lo TR O Y - B % T T

e |

I O W

reads.py.gv', view=True)
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a

Sekil 5.5. “graphviz-short-reads.py” Dosyasi
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"a WinPython Control Panel S
I--lg'ackages. Optionus- Advanced ? - ]

Python 3.4 64bit: |p\third-party\WinPython-64bit-3.4. 3. F\python-3.4. 3.amd64

O Installjupgrade packages L Uninstal packages

Action Mame  Version Description

Install [m]  graphviz 0.4.8 Simple Python interface for Graphviz

4 Add packages j__': Remove | | (@ (Un)Select al g‘r'f'- Install packages

Sekil 5.6. WinPython’a Graphviz Paketinin Eklenmesi

BER Administrater Komut [stemi

crlari saklidair.

d "Irfan KILIC"

JIrfan KILIC>cd Desktop

for windo

irfan KILICND aphviz for wind zie

Sekil 5.7. Graphviz-2.38.msi’in Kurulmast

Sekil 5.5°de verilen Python kodu WinPython-64bit-3.4.3.7 klasoriinde bulunan “IPython
Qt Console.exe” dosyasi ¢aligtirilarak Sekil 5.8’de agilan konsola kopyalanir ve enter tusuna

2 defa basilarak calistirilir ve “.pdf” uzantili De Bruijn grafi gorseli olusturulup Sekil 5.9’da
gosterildigi gibi agilir.
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B Jupyter GtConsole — O
File Edit View Kernel Window Help

Jupyter gtConsole 4.1.1

Python 3.4.3 (v3.4.3:9b73f1c3e681, Feb 24 2815, 22:44:48) [MSC v.1680 64 bit
(AMDEA) ]

Type "copyright™, "credits™ or "license" for more information.

IP}."thun 4.8.1 -- An enhanced Interactive Python.
-> Introduction and overview of IPython's features.
Xqu1|:k:r‘e-F -» Quick reference.

help -» Python's own help system.
object? -» Details about "object', use "object??" for extra details.
¥guiref -» A brief reference about the graphical user interface.

In [1]: from graphviz import Digraph
e e MO = Digr‘aph(cmﬂnent—"hﬂ Round Table')
.. dot #&doctest: +ELLIPSI
... dot.node("ACGC", "ACGC"
... dot.node("CeCA", ' -
. «: dot.node( " A 7
..t dot.node("
«o: dot.node( "
... dot.node('TA
««: dot.node( "GCA
.1 dot.
..t dot.
.0 dot.
.1 dot.
1 dot.

a -
n_,-»_pu_u_,u_,u_.u_,u_,u_,-a_,n_,u_,-l_.

Sekil 5.8. QtConsole’da Pyhton Kodunun Calistirilmasi

"1 graphviz-short-reads.py.gv.pdf - Adobe.. — O

Dosya Dizenle Gérindm Pencere  Yardim

Ana Sayfa  Araclar > @ Oturum

Sekil 5.9. De Bruijn Grafi Gorseli
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Yazilan Java koduna gore 4 farkli 6rnek verilmistir. Cizelge 5.1°de yazilim calisirken

yazilim tarafindan olusturulan log bilgileri verilmistir.

Cizelge 5.1. Uygulama Kodu Loglari

1  run:
Please enter k value:
5
k value: 5

2 Selected Short Reads File: C:\Users\Irfan KILIC\Desktop\DeBruijn\short-reads_samplel.dat

3 | Reading Short Reads
Reead File: C:\Users\Irfan KILIC\Desktop\DeBruijn\short-reads samplel.dat
Save File: C:\Users\irfan KILIC\Desktop\DeBruijn\out-2015-12-25\short-reads.dat
Sorting Short Reads
Save File: C:\Users\Irfan KILIC\Desktop\DeBruijn\out-2015-12-25\short-reads-sorted.dat
4  Printing Short Reads Steps
Save File: C:\Users\irfan KILIC\Desktop\DeBruijn\out-2015-12-25\short-reads-steps.dat
Creating k-mers
Save File: C:\Users\irfan KILIC\Desktop\DeBruijn\out-2015-12-25\k-mers.dat
Sorting k-mers
Save File: C:\Users\irfan KILIC\Desktop\DeBruijn\out-2015-12-25\k-mers-sorted.dat
Printing k-mers Steps
Save File: C:\Users\irfan KILIC\Desktop\DeBruijn\out-2015-12-25\k-mers-steps.dat
5 | Creating Short Reads Graphs
Save File: C:\User s\Irfan KILIC\Desktop\DeBruijn\out-2015-12-25\graphviz-short-reads.py
Save File: C:\Users\irfan KILIC\Desktop\DeBruijn\out-2015-12-25\debruijn-nodes.dat
Save File: C:\Users\irfan KILIC\Desktop\DeBruijn\out-2015-12-25\debruijn-edges.dat
6  Starting Simplification
Save File: C:\Users\irfan KILIC\Desktop\DeBruijn\out-2015-12-25\graphviz-simplification.py

Save File: C:\Users\irfan KILIC\Desktop\DeBruijn\out-2015-12-25\debruijn-simplification-
nodes.dat

Save File: C:\Users\irfan KILIC\Desktop\DeBruijn\out-2015-12-25\debruijn-simplification-
edges.dat
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7 | Starting Remove Error(s)
Save File: C:\Users\irfan KILIC\Desktop\DeBruijn\out-2015-12-25\graphviz-remove-errors.py

Save File: C:\Users\irfan KILIC\Desktop\DeBruijn\out-2015-12-25\debruijn-remove-errors-
nodes.dat

Save File: C:\Users\irfan KILIC\Desktop\DeBruijn\out-2015-12-25\debruijn-remove-errors-
edges.dat

Cizelge 5.1 kisaca agiklanirsa 1. satirda k degerini girilmesi istenmektedir. k=5 degeri
verildi. 2. satirda DNA dizisini i¢eren dosya segilir. 3. satirda segilen dosyadaki kisa-okumalar
siralanmaktadir. 4. satirda siralanan kisa-okumalar ve k-harfliler dosyalara yazilir. 5. satirda
grafin dosyalari(diiglim ve kenarlar) ve graf ¢izimi i¢in Python dosyas1 olugsmaktadir. 6. satirda
olusan graf lizerinde basitlestirme islemi yapilmaktadir. 7. satirda graftaki kuyruklari(tips)

kaldirma islemi yapilmakta ve grafin son hali olusturulmaktadir.

5.3. DNA Kisa-Okuma Verileriyle De Bruijn Graf Uygulamalar

Ornek DNA kisa-okuma veri dosyalari kullanilarak farkli durumlari géstermek igin yazilim
araci ile 4 uygulama yazilim tlizerinde ¢alistirilmistir.

5.3.1. Uygulama 1

DNA dizisi “TGATCCTGGAACTG” seklinde verilen veri dosyasimin igerigi Cizelge
5.2°deki gibi verilsin.

Cizelge 5.2. Uygulama 1 DNA Kisa-Okuma Dosyasi

FHAFHH AR A AR AR A AR A AR AR F RS
# TGATCCTGGAACTG -> DNA Sequence

E 0
# 12345... -> Position

# TGATCCTGGAACTG -> DNA Sequence
TGATCCTGGAACTG, 1,14

Bu dosya algoritmaya verilsin. k-harfli(k-mers)=4 degeri verilsin. Burada k-harfli=4
verildiginde her diiglim 3 bazdan olusacak ve 4. bazdan geldiginde sonraki diigiime bir kenar

olusacaktir. Sekil 5.10°da sirasiyla: TGA, GAT, ATC, TCC, CCT, CTG, TGG, GGA, GAA,
AAC, ACT, CTG diigiimlerinden olusan grafin ¢iktis1 verilmigtir.

Sekil 5.10. k=4 i¢in De Bruijn Grafi
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Eger algoritmada k=5 degeri verilirse Sekil 5.11°deki gibi bir graf elde edilecektir. Burada
dikkat edilirse hi¢ dallanma yoktur ve graf bir Euler yoluna sahiptir. Bu DNA dizisi i¢in

olusturulan De Bruijn grafi k=5 degerinde ideal bir sonug verecektir.

Sekil 5.11. k=5 i¢gin De Bruijn Grafi

Sekil 5.11°deki grafta basitlestirme(simplication) islemi yapildiginda Sekil 5.12°deki graf
elde edilir. Bu graf tek diigiimlii olup dikkat edilirse baslangigta verilen 14 bazlik DNA dizisi

TGATCCTGGAAEEE:::)

Sekil 5.12. k=5 igin Basitlestirme Sonrasi De Bruijn Grafi

ile birebir aynidir.

5.3.2. Uygulama 2

Belli bir DNA’nin farkli yerlerinden alinmig kisa-okumalarin veri dosyasi Cizelge 5.3’te

verilmistir.

Cizelge 5.3. Uygulama 2 DNA Kisa-Okuma Dosyasi

FHEHH A AR
# 23.12.2015

SRR EEE LR SRR R E Rk
# ACGCATTAGC -> DNA Sequence

# ACGCA -> Short Read-0/0
# CGCATT -> Short Read-1/0
# ATTAGC -> Short Read-2/0
# ACGTATT -> Short Read-3/0
# GCATT -> Short Read-4/0
# CATTAC -> Short Read-5/0
# TTAGC -> Short Read-6/0
HHed 4 At da 44 H a4 4 S 4 A TS A A HH RS HHH
# 123456789... -> Position
#ACGCATTAGC -> DNA Sequence
ACGCA,1,5

CGCATT, 2,7
ATTAGC, 5,10
ACGTATT, 1,7
GCATT, 3,7

CATTAC, 4,9
TTAGC, 6,10
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Bu omnekte dikkat edilmesi gereken her kisa okumanin pozisyon bilgisinin verilmis
olmasidir. Ornegin “ACGCA, 1, 5” kisa-okumasiin baslangi¢ pozisyonu 1°dir. Bu érnekte

kirmiz1 ile isaretlenmis olan bazlar hatali okunan bazlardir. Ornegi k=4 i¢in calistirilsin. ilk

Sekil 5.13. k=4 i¢in De Bruijn Grafi

olusan graf Sekil 5.13’deki gibi olacaktir.

Ilk bakista bakildiginda hatalardan dolay1r bir kabarcigm ve bir kuyrugun olustugu
goriilmektedir. Sekil 5.13’deki graf {izerinde basitlestirme iglemi yapilirsa Sekil 5.14’deki

a
N

Sekil 5.14. Basitlestirme Sonras1 De Bruijn Grafi

graf olusacaktir.

Burada dikkat edilirse ilk olusan graf 12 diigiimlii iken basitlestirme sonras1 6 diigiime
inmistir. Ozellikle bellek kullanim1 agisindan bu biiyiik bir kazangtir. Bu asamadan sonra hatali
kuyrugu silme islemi yapilmistir. Algoritma calistiginda olusan log incelenirse bir kuyruk

bulundugu goriilecektir. Hatali kuyrugun kaldirilmasi sonucu Sekil 5.15’deki graf elde edilir.



Sekil 5.15. Hatali Kuyrugun Silinmesi
Tespit Edilen Hatali Kuyruk:

Starting Remove Error(s)
Removing Node: TAC 1 0 9
Removing Edge: ATTA TAC 6 9

Bu asamadan sonra Sekil 5.15°de goriildiigii gibi okuma hatasindan dolay1 bir
kabarcik(bubble) bulunmaktadir. Bu islemde yapilirsa “ACGCATTAGC” DNA dizisi elde

edilecektir.

5.3.3. Uygulama 3

Cizelge 5.4. Uygulama 3 DNA Kisa-Okuma Dosyasi

igssassdsssssassddsssaddsiiasaaaaiddi

# 14.12.2015

FHEFHAHE R FA A AR E AR

# AATGCCGTACGTAGGGTAATATATGACCA -> DNA Sequence

# TGCCGT TAGGGT ATATAT -> Short Read-0/0, Short Read-0/1,
Short Read-0/2

# AATGCT TACGTA ATGACC -> Short Read-1/0, Short Read-1/1,
Short Read-1/2

# TTGCCG CGTAGG TAATAT -> Short Read-2/0, Short Read-2/1,
Short Read-2/2

# GTACGT GTACTA -> Short Read-3/0, Short Read-3/1
# AATGCC GGGTAA TGACCA -> Short Read-4/0, Short Read-4/1,
Short Read-4/2

# GTAGGG TATGAC -> Short Read-5/0, Short Read-5/1
# CTATAT -> Short Read-6/0

FHEFH AR AR RS

# 123456789... -> Position

# AATGCCGTACGTAGGGTAATATATGACCA -> DNA Sequence
TGCCGT, 3, 8; TAGGGT, 12,17;ATATAT, 19, 24

AATGCT, 1, 6; TACGTA, 8,13;ATGACC, 23,28

TTGCCG, 2, 7; CGTAGG, 10, 15; TAATAT, 17,22

GTACGT, 7,12;GTACTA, 16,21
AATGCC,1,6;GGGTAA,14,19; TGACCA, 24,29
GTAGGG,11,16; TATGAC, 22,27

CTATAT, 19,24
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Cizelge 5.4’deki kisa-okumalardan olugan DNA kisa-okuma dosyasi incelenirse; ¢izelge
5.4°te dikkat edilirse ayni sirada birden fazla kisa-okuma yapilarak dosya olusturulmustur.
Kirmizi renkle isaretli olanlar hatali okumalardir. k=5 i¢in programi ¢alistiralim. Ilk asamada

Sekil 5.16’da goriilen graf elde edilir.

Sekil 5.16. k=5 i¢in De Bruijjn Grafi

Sekil 5.16’daki grafta bir kopukluk goziikmektedir. “short-reads-steps.dat” dosyasinda tiim

kisa-okumalar pozisyonlarina gore gosterilmistir.

Short Beads Jkeps Sekil 5.17°de de gorildigi gibi “TGCCGT” ile
RS “GTACGT” kisa okumalarindaki “CCGT” diigiimiin son
ARTGECC
S 3 bazi ile “GTAC” ilk 3 baz1 ortiismemektedir(pozisyon
Tafcet olarak aymi hizada degildir). Bundan dolay1 grafta
Gryer kopukluk olmustur. Bu kopuklugu dnlemek i¢in k degeri
TACGTA . .
I iizerinde oynama yapilabilir.
GTAGEE
TRGEET
GEETAR
GTACTA
TARTAT
LATATAT
CTATAT
TATGAC
ATGACC
TGEACCA

Sekil 5.17. Kisa-Okumalarin Pozisyonlari

Bu graf iizerinde basitlestirme islemi sonucu Sekil 5.18’deki graf elde edilecektir. Sekil
5.16°daki grafta 29 diiglim vardir. Basitlestirme isleminden sonra diigiim sayisinin 11°e

distiigii goriilmektedir. Bu islemle diigiim sayis1 biiyiik degisiklik gdstermistir.
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Sekil 5.18. Basitlestirme Sonras1 De Bruijn Grafi

Log dosyasi ve graflar incelenirse hatali okuma kaynakli 2 adet kuyruk, hatali kuyruk

kaldirma iglemiyle silinir. Bu islemden sonra Sekil 5.19°daki graf elde edilir.

Comesns 3
(pont ) famar3
=

Sekil 5.19. Hatali Kuyruklarin Silinmesi
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Bu asamadan sonra buradaki hatali kabarcik tespit edilip kaldirildiktan sonra verilen kisa-

okumalardan “AATGCCGTACGTAGGGTAATATATGACCA” DNA dizisi elde edilir.

5.3.4. Uygulama 4

Cizelge 5.5°te her biri 7-bazdan olusan kisa-okuma dosyast incelenirse;

Cizelge 5.5. Uygulama 4 DNA Kisa-Okuma Dosyasi

HhEFHFFE A AR A SRS

# 25.12.2015

iggddssddassassdddasaddsiiaaaaandidi

# TAGTCGAGGCTTTAGATCCGATGAGGCTTTAGAGACAG -> DNA Sequence

# AGTCGAG CTTTAGA CGATGAG CTTTAGA -> Short Read-0/1, Short
Read-0/2, Short Read-0/3, Short Read-0/4
# GTCGAGG TTAGATC ATGAGGC GAGACAG -> Short Read-1/1, Short
Read-1/2, Short Read-1/3, Short Read-1/4
# GAGGCTC ATCCGAT AGGCTTT GAGACAG -> Short Read-2/1, Short
Read-2/2, Short Read-2/3, Short Read-2/4
# AGTCGAG TAGATCC ATGAGGC TAGAGAA -> Short Read-3/1, Short
Read-3/2, Short Read-3/3, Short Read-3/4
# TAGTCGA CTTTAGA CCGATGA TTAGAGA -> Short Read-4/1, Short
Read-4/2, Short Read-4/3, Short Read-4/4
# CGAGGCT AGATCCG TGAGGCT AGAGACA -> Short Read-5/1, Short
Read-5/2, Short Read-5/3, Short Read-5/4
# TAGTCGA GCTTTAG TCCGATG GCTCTAG -> Short Read-6/1, Short
Read-6/2, Short Read-6/3, Short Read-6/4
# TCGACGC GATCCGA GAGGCTT AGAGACA -> Short Read-7/1, Short
Read-7/2, Short Read-7/3, Short Read-7/4
# TAGTCGA TTAGATC GATGAGG TTTAGAG -> Short Read-8/1, Short
Read-8/2, Short Read-8/3, Short Read-8/4
# GTCGAGG TCTAGAT ATGAGGC TAGAGAC -> Short Read-9/1, Short
Read-9/2, Short Read-9/3, Short Read-9/4
# AGGCTTT ATCCGAT AGGCTTT GAGACAG -> Short Read-10/1, Short

Read-10/2, Short Read-10/3, Short Read-10/4
# AGTCGAG TTAGATT ATGAGGC AGAGACA -> Short Read-11/1, Short
Read-11/2, Short Read-11/3, Short Read-11/4

# GGCTTTA TCCGATG TTTAGAG -> Short Read-12/1, Short
Read-12/2, Short Read-12/3

# CGAGGCT TAGATCC TGAGGCT GAGACAG -> Short Read-13/1, Short
Read-13/2, Short Read-13/3, Short Read-13/4

# AGTCGAG TTTAGATC ATGAGGC TTAGAGA -> Short Read-14/1, Short
Read-14/2, Short Read-14/3, Short Read-14/4

# GAGGCTT GATCCGA GAGGCTT GAGACAG -> Short Read-15/1, Short

Read-15/2, Short Read-15/3, Short Read-15/4
HHed4AHtHda4 M HE 44t G4 A EHHH RS HHH

# 123456789... -> Position

# TAGTCGAGGCTTTAGATCCGATGAGGCTTTAGAGACAG -> DNA Sequence
AGTCGAG, 2,8;CTTTAGA,10,16;CGATGAG,19,25;CTTTAGA, 27,33
GTCGAGG, 3, 9; TTAGATC, 12, 18; ATGAGGC, 21, 27 ; GAGACAG, 32, 38
GAGGCTC, 6,12; ATCCGAT, 16,22 ; AGGCTTT, 24, 30; GAGACAG, 32, 38
AGTCGAG, 2, 8; TAGATCC, 13, 19; ATGAGGC, 21, 27; TAGAGARA, 30, 36
TAGTCGA,1,7;CTTTAGA,10,16;CCGATGA,18,24; TTAGAGA, 29,35
CGAGGCT, 5,11;AGATCCG, 14,20; TGAGGCT, 22, 28; AGAGACA, 31, 37
TAGTCGA, 1, 7;GCTTTAG, 9, 15; TCCGATG, 17,23; GCTCTAG, 26, 32
TCGACGC, 4,10; GATCCGA, 15,21 ; GAGGCTT, 23, 29; AGAGACA, 31, 37
TAGTCGA, 1, 7; TTAGATC, 12, 18; GATGAGG, 20, 26; TTTAGAG, 28, 34
GTCGAGG, 3, 9; TCTAGAT, 11,17;ATGAGGC, 21,27; TAGAGAC, 30, 36
AGGCTTT, 7,13;ATCCGAT, 16, 22;AGGCTTT, 24, 30; GAGACAG, 32,38
AGTCGAG, 2, 8; TTAGATT, 12, 18; ATGAGGC, 21,27 ; AGAGACA, 31, 37
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GGCTTTA, 8,14; TCCGATG, 17, 23; TTTAGAG, 28, 34

CGAGGCT, 5,11; TAGATCC, 13,19; TGAGGCT, 22, 28 ; GAGACAG, 32, 38
AGTCGAG, 2, 8; TTTAGATC, 11, 18;ATGAGGC, 21,27; TTAGAGA, 29, 35
GAGGCTT, 6,12; GATCCGA, 15, 21; GAGGCTT, 23, 29; GAGACAG, 32, 38

Cizelge 5.5’te kirmizi ile isaretlenen bazlar hatali okunan bazlardir. Yazilim c¢alistirilip,
k=5 (yani her diigiim k-1-harfli=4, her kenar k-harfli=5 olacak) degeri verilsin. ilk asamada
Sekil 5.20°deki graf elde edilir.

Sekil 5.20. k=5 i¢in De Bruijn Grafi

2. asamada 1. basitlestirme islemi yapilmaktadir. Bu islem sonrasinda Sekil 5.21°deki graf

elde edilmektedir.

Sekil 5.21. 1. Basitlestirme Sonrast De Bruijn Grafi
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Sekil  5.20’de  dikkat

edilirse @

baslangicta 36 diigiimden olusan graf 1.

basitlestirme isleminden sonra 13 diigiime @ @

diigmiistiir. Bundan sonra yazilim ile

hatali kuyruklarin = silinmesi islemini

gerceklestirilmektedir. Bu iglemden sonra

Sekil 5.22°deki graf elde edilecektir.

2. basitlestirme isleminden
sonra Sekil 5.23°deki graf elde
edilecektir. De Bruijn grafi 9
diigime diismiistiir. Bu Ornekte
baslangicta 36 diiglimlii bir graf bu
yazilim ile 9 diigiime

diistirilmiistiir.

Sekil 5.22. Hatali Kuyruklarin Silinmesi

Sekil 5.23. 2. Basitlestirme Sonrast De Bruijn Grafi
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5.4. Uygulama Yazilimi Kod Yapisi

Cizelge 5.6 ve Cizelge 5.7’te yazilimin genel kod yapis1 verilmistir.

Cizelge 5.6. De Bruijn Graf Uygulama Yazilimi1 Genel Kod Yapisi

DeBruijn. java
public class DeBruijn {

private final int k value;//# k
value

private List<KMer> k mers;

private List<Edge> edges; //#

multimap from nodes to neighbors
private List<Node> nodes;//# maps k-
l-mers to Node objects

//Iterate over nodes; tally #
balanced, semi-balanced, neither

private int balanced;

private int semiBalanced;

private int neither;

private Node head, tail;

private
private
private

final int NO EDGE = O;
final int SINGLE_EDGE = 1;
final int MULTI_EDGE = 2;

public DeBruijn (List<ShortRead>
shortReads, int k) {
this.balanced = 0;
this.semiBalanced = 0;

this.neither = 0;
this.head = null;
this.tail = null;

this.k value = k;
chop (shortReads,
createEdges () ;
createNodes () ;
calcTally () ;

this.k value);

Node. java
public class Node {

private
private
private

String label;
int input;
int output;

private List<Integer>
refInEdges = new
ArrayList<>();//for quick
search

private List<Integer>
refOutEdges = new
ArrayList<>();//for quick
search

public Node (String
node) {
this.label = node;
this.input 0;
this.output = 0;

}

public Node (String

label, int input, int
output) {
this.label = label;
this.input = input;
this.output =
output;

Cizelge 5.7. De Bruijn Graf Uygulama Yazilimi1 Kenar Kod Yapisi

Edge. java
public class Edge {

private String source;

private String destination;

private int refSource;//for quick
search

private int refDestination;//for
quick search

public Edge() {
}

public Edge (String source,
destination) {

this.source = source;

this.destination = destination;

String
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ShortRead. java
public class ShortRead {

private String data;
private int startPos;
private int finishPos;

public ShortRead (String

data, int startPos, int
finishPos) {

this.data = data;

this.startPos =
startPos;

this.finishPos =
finishPos;

}



5.5. Uygulama Sonuclarinin Degerlendirilmesi

Orneklerden anlasildig1 gibi De Bruijn graflarinin olusturulmasinin diger yontemlere gore

daha pratik olmasi uygulamada kolayliklar saglamaktadir. Basitlestirme ve hatali kuyruk

kaldirma islemleriyle graftaki diiglim sayisinin 6nemli Olgiide diismesi bellek ve islem

agisindan avantaj saglamaktadir. Ayrica burada k degerinin uygun sekilde verilmesi 6nem arz

etmektedir.

Cizelge 5.8’de bu boliimde anlatilan orneklerin bir 6zeti verilmistir. Cizelge 5.8’de de

goriildiigli iizere baglangicta ¢ok yiiksek diigiim ve kenara sahip De Bruijn graflari graf

teknikleri kullanilarak minimize edilmistir. Bu sayede konsensiis genomun daha yiiksek

dogrulukla, daha az zamanda ve daha az donanim kaynagi kullanilarak De Bruijn graflar ile

elde edildigi gosterilmistir.
Cizelge 5.8. De Bruijn Grafi Uygulama Ornekleri Ozeti

Ornekler Baslangic k-harfli = islem Sonras: Yapilan islem

Diigiim ve sayisi Diigiim ve
Kenar Sayisi Kenar Sayisi

Ornek 1 11/10 5 1/0 Basitlestirme
Ornek 2 12/12 4 6/6 Basitlestirme
Ornek 2 12/12 4 5/5 Kuyruk Kaldirma
Ornek 3 29/31 5 11/13 Basitlestirme
Ornek 3 29/31 5 9/11 Kuyruk Kaldirma
Ornek 4 36/37 5 13/14 Basitlestirme
Ornek 4 36/37 5 11/12 Kuyruk Kaldirma
Ornek 4 36/37 5 9/10 2. Basitlestirme

Diigiim/Kenar Azalma
Oran (%)

%91 / %100
%350 / %50
%58 / %58
%62 / %58
%68 / %65
%64 / %62
%70 / %68
%75/ %73

Cizelge 5.8’den goriildiigii gibi yazilimin uygulandigi 6rneklerde en az %50 bir iyilestirme

gerceklesmistir.
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6. SONUC

Bu tezde giiniimiizde ¢ok biiyiik onem kazanan genetik ¢alismalarda bilgisayar bilimlerinin
katkisinin ne derece dnemli oldugu gosterilmeye calisilmistir. Gelecegin konulari olan yapay
doku iiretimi, ileri kanser tedavi yontemleri géz Oniine alinirsa bilgisayar bilimlerinde
kullanilan teknikler bu calismalar icin dogruluk ve zaman agisindan kritiktir. Ozellikle

bilgisayar bilimlerinde ¢ok sik kullanilan graflar bu ¢alismanin temelini olusturmustur.

Bu calismada DNA dizilemede yeni nesil dizileme yontemlerinde ¢ok sik kullanilan
graflarin 6zellikle De Bruijn graflarinin dnceden kullanilan klasik yontemlere gore avantajlari
gosterilmeye ¢alisilmistir. Bu tez DNA dizilemede kullanilan De Bruijn graflarina agiklik
getirmektedir. Bu ¢galismada De Bruijn graflarini tiim detaylari ile anlatilmaya galisilmistir. Bu
tez diizenlenirken 6 bolim halinde diizenlenmistir. Birinci boliimde tezin konusu iizerine
detaylara deginilmis ve literatiirdeki ¢alismalardan bahsedilmistir. Bu boliimde DNA dizileme
de De Bruijn graflarin1 kullanan yazilim paketlerinden bahsedilmistir. Ayrica tezin genel bir
cercevesi sunulmustur. Ikinci boliimde temel mikrobiyolojik konulardan bahsedilmis, DNA
dizileme ve DNA dizilemenin 6nemi, biyoinformatik konular1 anlatilmis ve ¢alisma amagli
gen bankalarindan gen dizilerine nasil ulasildig: anlatilmistir. Ugiincii boliimde DNA dizileme
ve DNA dizileme yontemleri detaylariyla anlatilmistir. Bu boliimde DNA ve DNA dizileme
tarihi ile ilgili literatiir arastirmasi verilmistir. Ayrica bu bolimde De Bruijn graflarini kullanan
yeni nesil dizileme tekniklerinden bahsedilmistir. Dérdiincii bolimde De Bruijn dizileri, De
Bruijn graflar1 ve De Bruijn graflan iizerine gelistirilen yontemler detaylariyla anlatilmigtir.
DNA dizilemede kullanilan yontemlerde graflar ve De Bruijn graflarimin literatiir arastirmasi
yapilmis ve yeni nesil dizileme ile ilgili diger konular anlatilmistir. Ayrica De Bruijn graflarini
kullanan Velvet Assembler hakkinda De Bruijn graf teknikleri anlatilmistir. Beginci boliimde
Java ile kodlanan yazilim anlatilmig ve 6rnek DNA kisa-okuma verileri kullanilarak yazilim
tizerinde Orneklerle De Bruijn graf tekniklerinin nasil ¢alistigi gosterilmistir. Ayrica bu
calismada Ek A, Ek B ve Ek C’de AbySS, Velvet ve IDBA yazilimlarinin kurulum ve

kullanimu ile ilgili kilavuz verilmistir.

Bu ¢alisma ile De Bruijn graflarinin genetik calismalarda 6nemi anlasilmistir. Ozellikle
yeni nesil dizileme teknolojilerinde ¢ok sik bagvuruldugu gosterilmistir. Bu ¢aligmanin bu
konuda galigmak isteyenlere bir baslangic olabilecegi gibi mevcut teknikleri gelistirmelerinde

yardimci1 olmasi beklenmektedir.

Bu ¢alisma ile gercek DNA verilerinin birka¢c GB oldugu hesap edildiginde bu DNA
verilerinin kisa-okuma dosyalar1 kullanilarak De Bruijn graflari ile incelenmesinin ¢ok biiyiik

katkisinin oldugu goriilmiistiir.
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EKLER
EK A. ABySS

Abyss de novo assembler(birlestirici)’in 10 Temmuz 2014 tarihi itibariyle son ¢ikan versiyonu
http://www.bcgsc.ca/platform/bioinfo/software/abyss (bcgsc.ca web adresi) adresinden
mevcut Ubuntu 14.04.1 LTS fizerine asagidaki komutla kurulmaktadir (github.com web

adresi).
#apt-get install abyss
Kiiciik bir sentetik veri kiimesini assemble etmek icin;
wget http://www.bcgsc.ca/platform/bioinfo/software/abyss/releases/1.3.4/test-data.tar.gz
tar xzvf test-data.tar.gz
#abyss-pe k=25 name=test |
in='"test-data/reads | .fastq test-data/reads2.fastq'
seklinde yazilim paketi kullanilabilir.
Assemble olmus veri kiimesindeki contig istatistiklerini hesaplamak i¢in;
#abyss-fac test-unitigs.fa
komutu kullanilir.

Abyss yazilim paketi Boost, sparsehash ve Open MPI kiitiiphanelerine ihtiya¢ duyar. Abyss
GCC gibi OpenMP’yi destekleyen C++ Derleyicisine gereksinim duyar. Boost 1.51.0 veya
1.52.0 derlendiginde hata icerdigi icin Abyss yazilim paketinde hata alinacaktir. Sonraki Boost

versiyonlar1 hatasiz derlenebilmektedir.

Abyss’i GitHub iizerinden derlemek igin Autoconf ve Automake araglarina gerek vardir.
Konfigiirasyon scriptini tiretmek ve dosyalar1 derlemek i¢in “./autogen.sh” komutu girilir.
Sonraki adimlarda kaynaktan derleme yapilmalidir. /ust/local dizininde Abyss’i derlemek ve

yiiklemek i¢in sirasiyla;
#./configure

#make

#make install

komutlar girilir. Baska bir dizinde yiikleme yapmak igin;
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#./configure --prefix=/opt/abyss
#make

#make install

komutlar1 girilir.

Abyss’in paralel olarak ¢alismast i¢in GCC 4.2 veya daha iistii versiyonlu modern bir derleyici
gerektiren OpenMP paketini kullanir. Daha eski versiyonlu derleyici en gilincel versiyona
¢ekilmelidir. Bilgisayarda farkli GCC derleyicileri varsa farkli bir derleyici belirtmek igin;
“/configure CC=gcc-4.6 CXX=g++-4.6” komutu girilmelidir.

Abyss Boost C++ kiitiiphanesine ihtiya¢ duyar. Cogu bilgisayarda Boost yiiklii gelir. Eger
yiiklii degilse http://www.boost.org/users/download (boost.org web adresi) adresinden
indirilebilir. Boost’un derlenmesine gerek yoktur. Boost baslangic dosya dizini
/usr/include/boost dizininde bulunur. Farkli bir dizin olmasi i¢in *“/configure --with-

boost=/usr/local/include” komutu ile degistirilebilir.

MPI destekli paralel bir assembler(birlestirici) istiyorsaniz. MPI’i bulundugu /usr/include ve
/ust/lib  dizininde veya farkli bir yerde derlemek igin “/configure --with-

mpi=/usr/lib/openmpi” komutu kullanilmalidir.

Abyss’i bellek kullanimini azaltan sparhehash kiitliphanesi kullanilarak derlenmesi tavsiye
edilir. Abyss’i sparsehash ile derlemek i¢in “./configure CPPFLAGS=-1/usr/local/include”

komutu girilmelidir.

Varsayilan maksimum k-harfli sayis1 64 olup, derleme zamaninda bellek kullanimini azaltmak
icin bu say1 “./configure --enable-maxk=96" komutu arttirilabilir veya azaltilabilir. Arttirma

veya azaltma 32’nin katlar1 seklinde olmalidir.

Derleme uyarilar ile karsilagsmak istemiyorsaniz “make AM CXXFLAGS=-Wall” komutu

kullanabilirsiniz.

Abyss’i calistirmak i¢in Abyss’in dizini “/opt/abyss” ise /opt/abyss/bin dizinini eklemek icin
“PATH=/opt/abyss/bin: SPATH” komutu girilir.

DNA Sarmalim Birlestirmek

reads1.fa ve reads2.fa isimli DNA baz ¢ifti dosyalar1 ve bunlarin contigi olan ecoli-contigs.fa

dosyasini assemble etmek i¢in;

#abyss-pe name=ecoli k=64 in="reads|.fa reads2.fa' komutu girilir. “in” parametresine giris

olarak verilen dosyalar FASTA, FASTQ, gseq, export, SRA, SAM veya BAM bi¢imi veya
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bunlarin “gz, bz2 veya xz” ile sikistirilmig tar dosyasi olabilir. Assemble olmus contigler

“$¢name}-contigs.fa” adiyla saklanacaktir.

Okunan DNA giftlerinin 1. ve 2. sarmalini tanimak igin bunlarmn adlarmin sonuna 1 ve 2
eklenmelidir. Okunan ¢ift sarmal DNA dizisi ayr1 dosyalarda olmal1 veya tek dosyada arasi

belirgin olmalidir.

K Parametresini Iyilestirmek

K’nm en iyi degerini bulmak igin, Abyss’i c¢oklu galistirmali ve Abyss’in komsuluk
istatistiklerini incelemek gereklidir. Asagidaki Shell(kabuk) betigi k’nin 20’dan 40 kadar her
degeri igin Abyss’i ¢aligtirir.

export k
for kin {20..40),; do
mkdir k$k
abyss-pe -C k§k name=ecoli in=../reads.fa
done
abyss-fac k*/ecoli-contigs.fa

k icin varsayillan maksimum deger 64’tlir. Bu smir derleme sirasinda “enable-maxk”
parametresi ile degistirilebilir. Hafiza kullanimimi azaltmak i¢in bu deger 32, arttirmak i¢in bu

deger 96 yapilabilir.

Paralel Cahistirma

Paralel MPI isi i¢cin “abyss-pe” komutuna “np” parametresi ile islemci sayist belirtilebilir.
Herhangi bir MPI ayarlamasi olmaksizin, tek bir makinede ¢oklu islemci c¢ekirdegi
kullanilabilir. Abyss’i birden ¢ok makinede paralel kullanmak i¢in “mpirun” kullanim

sayfasinda agiklandig1 gibi bir “hostfile” dosyas1 olusturulmalidir.

Abyss’i 8 islemci ¢ekirdeginde calistirmak igin “mpirun —np 8 abyss-pe” komutunu
caligtirmayin bunun yerine “abyss-pe np=8" komutunu kullanin. “abyss-pe” komutu MPI

islemlerini “mpirun —np 8 ABYSS-P” komutu gibi baglatacaktir.

Cift sarmall1 dizi birlestirme ¢ok islecli olup fakat tek bir makinede ¢alistirilmalidir. isleg

“«“

sayis1 j parametresi ile belirtilebilir ve “np” parametresi “j” parametresinin varsayilan

degeridir.
Abyss’i bir sunucu kiimesinde (cluster) caligtirmak

Abyss asagidaki sunucu kiimesi is zamanlayicilari ile entegre ¢alisabilmektedir.
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. SGE (Sun Grid Engine)

. Portable Batch System (PBS)
. Load Sharing Facility (LSF)
. IBM LoadLeveler

Ormegin, k’nin 51 ve 63 arasindaki tek degerlerini 64 islemcide her bir is igin is dizisini

caligtirmak icin asagidaki betik kullanilabilir.
mkdir k{51..63}
gsub -N ecoli -pe openmpi 64 -t 51-63:2
<<<'agbyss-pe -C k8SGE TASK ID in=/data/reads.fa’'
Abyss Parametreleri

“abyss-pe” siiriicli betigi parametreleri;

. a: bir kabarcigin maksimum dallanma say1s1 [2]

. b: bir kabarcigin maksimum uzunlugu (bp) [10000]

. c: bir unitig’in kapsadigi minimum k-harfli ortalamasi [sqrt(median)]

. d: bir mesafe tahmini izin verilen hata (bp) [6]

. e: minimum aginmig k-harfli kapsami [sqrt(median)]

. E: DNA ipligi basina minimum asinmis k-harfli kapsami [1]

. j: islec (thread) sayisi [2]

. k: k-harfli boyutu (bp)

. 1: bir okumanin minimum hizalanmig uzunlugu (bp) [k]

. m: iki unitigin minimum ortiisme sayis1 (bp) [30]

. n: kontigleri inga etmek i¢in gerekli minimum baz ¢ifti sayisi [10]

. N: iskeleyi(scaffold) insa etmek i¢in gerekli minimum baz ¢ifti sayisi [n]
. p: bir kabarcigi tanimlamak i¢cin minimum dizi(sekans) [0.9]

. q: minimum baz cinsi [3]

. s: kontigleri inga etmek i¢in gerekli minimum unitig boyutu (bp) [200]
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. S: iskeleleri insa etmek i¢in gerekli minimum unitig boyutu (bp) [s]
. t: minimum tip boyutu (bp) [2k]
. v: tiim loglar i¢in v=-v, detayli tiim loglar i¢in v=-vv kullanilir [pasif]

Koseli parantez iginde yazan degerler abyss-pe i¢in varsayilan degerlerdir.
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EK B. IDBA

IDBA de novo assembler(birlestirici)’in Agustos 2010 tarihi itibariyle son ¢ikan IDBA 0.17
versiyonu http://hku-idba.googlecode.com/files/idba-0.17.tar.gz (hku-idba.google.com web
adresi) adresinden mevcut Ubuntu 14.04.1 LTS iizerine asagidaki komutlarla kurulur

(code.google.com web adresi).

#wget http://hku-idba.googlecode.com/files/idba-0.17.tar.gz

#tar xzvfidba-0.17.tar.gz

#ln -s idba-0.17.tar.gz idba

#ed idba

#./configure

#make

IDBA 0.17 aracmin kullanim1 asagidaki gibidir.

idba --read okunacak-dosya [--output out] [secenekler]

Kullanilabilen segenekler;

-h [ --help ], yardim mesaj1 verir

-r [ --read ], okunacak baz dosyasini belirtmek i¢in parametre

-o [ --output ], ¢iktinin 6neki i¢in parametre

--scaffold, kontigleri birlestirmek icin baz cifti bilgisini kullanmada kullanilan parametre
--mink, minimum k-harfli degeri parametresi (=25)

--maxk, maksimum k-harfli degeri parametresi (=50)

--minCount, her k-harfli i¢in kullanilan filtreleme esigi parametresi (=2)
--cover, kontigler i¢in kapsanan kesme sayisi parametresi (=0)

--trim, her okumanin sonunda gbzardi edilen “A” bazi sayis1 (=0)

--minPairs, 2 kontigi birlestirmek i¢in baz ¢ifti baglantilarinin minimum sayis1 parametresi
=5
--minLength, ¢ikis i¢in minimum kontig uzunlugu (=100)

Parantez i¢inde verilen degerler varsayilan degerlerdir.
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Cikis kontigleri “out-contig.fa” ve “out-contig-mate.fa” dosyalarinda bulunacaktir. Ik énce
tek bazli ¢iktis1 sonrada ¢ift bazli ¢iktisi olusacaktir. Eger ¢ift-bazli versiyonu g¢aligtirmak

istiyorsaniz “—scaffold” parametresini kullanmalisiniz.
Basit bir veri i¢in 6rnek asagidaki gibidir.
# bin/idba --read Lacto.reads-mate-30-0.01-75 --output lacto

IDBA ¢ift sarmalli baz okumalarimin iglenebilmesi i¢in ¢ift sarmalli bazin iki sarmali ayn1
dosyada olmali ve bunlar ardigik iki satirda verilmelidir. Boyle degilse iki ayr1 dosyay1 tek

dosyada birlestirmek i¢in “mergeReads” komutu asagidaki gibi kullanilabilir.

# bin/mergeReads read-filel read-file2 merge-read-file

Veri fastq formatinda ise ilk dnce “fq2fa” araciyla agagidaki gibi doniistiiriilmelidir.
# bin/fq2fa fq-file fa-file

Ayni uzunlukta okumalar tercih edilmekte olup, okumalari normalize etmek igin

“normReads” araci asagidaki sekilde kullanilabilir.

# bin/normReads read-file output-read-file --length [ —mate
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EK C. Velvet

Velvet de novo assembler(birlestirici)’in Nisan 2011 tarihi itibariyle son ¢ikan Velvetl.2.10
versiyonunu https://www.ebi.ac.uk/~zerbino/velvet/velvet 1.2.10.tgz (ebi.ac.uk web adresi,
(a) ) adresinden indirebiliriz. Velvet assembler(birlestirici) herhangi bir standart 64bit GCC
derleyicili Linux isletim sistemine yliklenebilir. Sunucunun en az 12 GB bellege sahip olmasi
tavsiye edilmektedir. Teoride 32 bit sistemlere yiiklenebilmesine ragmen islem yapmak igin
kullanilan fazla bellek gereksinimi ve 32 bit sistemin bellek kisitlamalarindan dolayi tavsiye
edilmez. 64 bit Ubuntu 14.04.1 LTS iizerine asagidaki komutlarla yiiklenebilir (ebi.ac.uk web
adresi, (b) ).

Velvet’in Kurulumu

#Hwget https://www.ebi.ac.uk/~zerbino/velvet/velvet 1.2.10.tgz
#tar xzvfvelvet 1.2.10.tgz

#In -s velvet 1.2.10 velvet

#cd velvet

#make

Velvet’in colorspace versiyonu icin “make color” komutu kullanilmalidir. Bu komut
velveth de uygulamasi hari¢ diger tiim uygulama komutlar i¢in gegerlidir. Colorspace ve
sekans uzay1 versiyonlart uyumsuz oldugundan uygulama kiimeleri ayr1 ayridir. Baska bir
ifadeyle anlamsiz sonuglar almak istenmiyorsa colorspace velvet ile sekans (dizi) dosyalari

karilmamalidir.

Sabit uzunlukta diziler kullanildigindan, degiskenlerin sayis1 derleme zamaninda ayarlanmak
zorundadir. Bagimsiz olarak ele alinabilen okuma kategorileri veya kanal sayilar1 birdir. Bu
ormegin farkli eklenmis kiitliphaneler veya beraber olan farkli orneklerin okumalarini

ayrigtirmak i¢in kullanighdir.

Varsayilan olarak sadece 2 adet kisa okuma kategorisi vardir. Fakat bu degisken farkli ihtiyaca
gore genisletilebilir. Ornegin 57 farkli kanal elde etmek icin Velvet ‘“make
‘CATEGORIES=57"" parametresi eklenerek derlenmelidir. Acikca daha biiyiikk sayida
kategori daha uzun dizilere karsilik gelir ve Velvet’i ¢alistirmak i¢in daha fazla bellege ihtiyac

duyulur. Bellek gereksinimi ve ihtiyaca gore CATEGORIES parametresi ayarlanabilir.

Bir diger kullanish parametre MAXKMERLENGTH parametresidir. Optimal gen yerlesimini
yapmak icin bu parametre hayatidir. Bu parametre veri kiimesine bagli olarak istediginiz

uzunlukta olabilir. Varsayilan olarak bu parametre 31 bp ile sinirlandirilmistir. Fakat derleme
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aninda bu parametre “make ‘MAXKMERLENGTH=57"" komutu ile ayarlanarak limit
artirilabilir. Daha uzun harfli diigiimler i¢in Velvet daha fazla bellege ihtiya¢ duymaktadir.

Okuma ID’leri 32-bit isaretli integer olarak saklanmaktadir. Eger 2.2 milyar okumadan daha
fazla bir gen yerlesimi yapilacaksa bunu yapmak i¢in derleme aninda “make
‘BIGASSEMBLY=1"" komutu kullanilmalidir. Bu asir1 miktarda bellege gereksinim
duyacaktir.

Okuma uzunlar1 16-bit isaretli integer olarak saklanmaktadir. Eger 32kb’den daha uzun
kontigler assemble edilimek istenirse bunu yapmak icin derleme aninda “make

‘LONGSEQUENCES=1""komutu kullanilmalidir. Bu islem de asir1 bellek kullanacaktir.

Velvet’i ¢ok c¢ekirdekli CPU ile paralel caligmaktadir fakat bu sekil kullanim bellek
kullanimini etkilemeyecektir. Derleme aninda “make ‘OPENMP=1""" komutu ¢alistirilirsa
Velvet programi ayni anda tiim CPU c¢ekirdeklerini kullanacaktir. Bu sekil calistirmada

caligma zamani olarak lineer bir iyilesme beklenmemelidir.

Varsayilan olarak zlib yiikli bir sistemde Velvet bunu kullanir. Eger zlib sistemde yiikli

degilse “make ‘BUNDLEDZLIB=1"" komutu ile Velvet derlenirse zlib destekli olacaktir.

Velvet’i Calistirma

Velveth komutu

Velveth komutu velvetg ve sistemin isaret ettigin her bir sekans dosyasi i¢in veri kiimesinin
insa edilmesine yardime1 olan bir komuttur. Eger komutun kullanim1 unutulursa “> ./velveth”
komutu ile yardimci mesaj1 alinabilir. Velveth sekans dosyalarinin sayisin alir, hash tablosunu
iiretir sonrasinda ¢ikis dizinine velvetg’nin ihtiyag duyacagi 2 adet ¢ikis dosyasi (Sequences

ve Roadmaps dosyasi) olusturur. Bu komutun s6zdizimi asagidaki gibidir.
> . /velveth output_directory hash_length [[-file format][-read type] filename]

Hash uzunlugu (hash length) k-harfli uzunlugu olarak bilinen baz g¢iftlerinin uzunluguna

karsilik gelir.

Desteklenen dosya formatlar1 sunlardir; fasta (varsayilan), fastq, fasta.gz, fastq.gz, sam,

bam, eland, gerald

Okuma kategorileri sunlardir; short (varsayilan), shortPaired, short2 (short ile ayni fakat
ayr1 bir ekleme-boyutu kiitiiphanesi i¢in), shortPaired2, long (Sanger, 454 veya referans

sekanslar ile), longPaired
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Ozetlenirse, secenekler stabildir. Baska bir ifadeyle diger operatérlerle kisitlanmadig siire
secenekler gergektir. Bu birden ¢cok dosya adini yeniden agiklayici kullanmaksizin yazilmasina

izin verir. Asagidaki 6rnek incelenirse;
> /velveth output_directory/ 21 -fasta -short solexal fa solexa2.fa solexa3.fa -long

capillary.fa

Bu 6rnekte tiim dosyalar FASTA formatidir sadece okuma kategorisi degisiktir. Ancak “fasta”

ve “short” varsayilan oldugundan yukaridaki komut asagidaki gibi komut gibi yazilabilir.
> . Nvelveth output directory/ 21 solexa* fa -long capillary.fa

Velvet’te Piping
Yeni bir sekans dosyasini olugturma ve okuma maliyeti olmaksizin baska bir programin ¢ikisi
tizerinden dogrudan velveth komutu ¢alistirilmak istenirse bu pipe ile yapilabilir. Bu durumda

komut satirinda ‘- parametresi kullanilir. Asagidaki komut yerine

> myprogram > selected reads.fa

> velveth directory 21 -fastq other reads.fastq -fasta selected reads
> velvetg directory (... parameters...)

Asagidaki komut kullanilabilir.

> myprogram | velveth directory 21 -fastq other reads.fastq -fasta -
> velvetg directory (... parameters...)

Eger DNA iplik¢igi ozel transkriptom sekanslama protokolii kullanilmak istenirse bu

parametre daha iyi sonuglar verebilir. Asagidaki komut ile bu yapilabilir.
> /velveth output directory/ 21 (...data files...) -strand_specific

Velvet cesitli k-harfli uzunluklar i¢in verimli kullanilmak istenirse gereksiz hesaplamalar

olmaksizin tiim k-harfli uzunluklar i¢in asagidaki komut kullanilabilir.
> /velveth output_directory/ m,M,s (..data files..)
Burada s’nin bir adimi k, m < k < M araligindadir.

Siklikla hash calistirilmadan 6nce sekans dosyasinin dn-iglemi yapilabilir. Bu asamada Velvet
basitce giris dosyalarimi okur ve bunlarin tiimiinii igeren bir dosya hazirlar. Bu islem ¢ok basit
bir bilgisayar ile yapilabilir ve bu ylizden gii¢lii bir bilgisayarin kaynaklari israf edilmez. Bu

islemi yapmak igin “-noHash” parametresi kullamlir. Ornek komut asagidaki gibidir.
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> . /velveth output directory/ 21 (..data files..) —noHash

Biiyiik veri kiimelerinde Velvet kullanilmak istenirse, bilgisayar sekanslar1 diskten veya ag
araciligiyla okurken ¢ok fazla zamani okuma erisimine harcayacaktir. Binary (ikili) sekans
dosyalar1 ile c¢alisilarak Velvet 6nemli derecede hizlandirilabilir. Bu parametre hashing

sathasinda velvetg’ye gore ayarlanarak ¢agrilabilir. Ornek komut asagidadir.
> /velveth output directory/ 21 -create_binary (..data files..)

Velvetg komutu

Velvetg komutu De Bruijn graflarinin inga edilip, manipiile edildigi Velvet’in ana komutudur.
Gereksiz yeniden hesaplamalardan kag¢inmak i¢in islem boyunca velvetg bazi dosyalari

kaydetmesine ragmen parametreleri kaydetmez. Komut agagidaki gibi kullanilabilecegi gibi;
> . Nvelvetg output directory/ -cov_cutoff 4

> . /velvetg output_directory/ -min_contig lgth 100

Farkl1 olarak asagidaki gibi de kullanilabilir.

> . /velvetg output_directory/ -cov_cutoff 4 -min_contig Igth 100

Bu da hesaplamalar1 yeniden yapmaksizin rahat¢a parametrelerle oynamaya imkéan verir.

Asagidaki komutlar incelenebilir.

> . /velvetg output_directory/ -cov_cutoff 4
> . /velvetg output_directory/ -cov_cutoff 3.8
> fvelvetg output _directory/ -cov_cutoff 7
> /velvetg output_directory/ -cov_cutoff 10
> . /velvetg output_directory/ -cov_cutoff 2

Ote yandan tek bir velvet komutunda parametrelerin sirasinin énemi yoktur. Sonug olarak

komuttan emin olunmazsa yardim mesaj1 goriintiilemek i¢in asagidaki komutu girilebilir.
> /velvetg

Tekli okumalar

Baslangic olarak asagidaki calistirilirsa;

> . /velvetg output_directory/
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Bu komut kontigin bir fasta dosyasini ve birkag istatistik dosyasi olusturacaktir. Cogu kisa-
okumalarda tecriibeler gosteriyor ki baslangi¢ diizeltmesinden diisiik-kapsamli diigtimler

kalmaktadur. Istenilen bir kapsama icin kesme degeri (cutoff) verilebilir.
> /velvetg output directory/ -cov_cutoff'5.2

Ote taraftan gen yerlesiminde yiiksek kapsamli veri (plasmid, mitokondriyal, kloroplast

sekanslari) hari¢ tutulmak istenirse maksimum kapsama kesme degeri kullanilabilir.
> . /velvetg output_directory/ -max_coverage 300 (... other parameters ...)

Bu kapsama kesme degeri otomatik olarak uzunlugun yarisina (agirlikli orta kontig kapsama
derinligi) ayarlanabilir. Bu parametre daha ileri iterasyonlarla iyilestirilebilir. Bu segenekle,
komutu ilk ¢alistirmada hizli bir sekilde uygun bir assembly (gen yerlesimi) elde edilir. Komut
asagidaki gibidir.

> /velvetg output_directory/ -cov_cutoff auto

Uzun okumalar: eklemek

Velveth’daki gibi uzun okumalar isaretlenmelidir. Eger yeterli bir kapsamaya sahip kisa-
okumalar varsa, herhangi miktarda uzun okumalar(agikgasi daha derin kapsama ve daha uzun
okumalar, daha iyidir) etkili bir bigimde tekrarlar1 ¢6zmek i¢in kullanilabilir. Bu iglemi
yapmak icin Velvet, ortak sekansin kisa-okumasindaki beklenen kapsamin makul bir
tahminine ihtiya¢ duymaktadir. Bu degeri elde etmek icin en kolay yol basitce kontiglerin
kapsamalarinin dagilimlarin1 goézlemek ve diigiimlerin hangi kapsama degerlerini temin
ettigini gormektir. Beklenen kapsama degerini 19x varsayilirsa, bu asagidaki komutla

kullanilabilir.

> /velvetg output directory/ -exp_cov 19 (... other parameters ...)

Eger uygun bigimde bir 6rek iizerinden gecerli nedenler varsa, Velvet size tahmini bir deger

verecektir. Asagidaki komutla bu istenebilir.

> /velvetg output_directory/ -exp _cov auto (... other parameters ...)
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