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Yiiksek Lisans

OZET

GENETIK VERILERDE MUTASYON ANALIiZI VE VARYANT TESPITI
Safa AKBULUT

Karadeniz Teknik Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Bilgisayar Miihendisligi Anabilim Dali
Danisman: Dr. Ogr. Uyesi Ibrahim SAVRAN
2022, 45 Sayfa

Tiim canlilar, genetik yapilarinda niikleotit bazlarinin 6zgiin bir dizisini bulundurur.
Mutasyon, bu dizilerde gerceklesen kalitsal degisimlerdir. Mutasyonlar, fenotipte pozitif
veya negatif etkilere sebep olabilir ya da notr kalarak herhangi bir degisiklik yaratmayabilir.
Cagimizdaki en tehlikeli hastaliklardan biri olan kanser, genlerdeki mutasyonlar sebebiyle
gerceklesen kontrolsiiz hiicre biiyiimesidir ve hiicresel diizeyde gergeklesmektedir.
Mutasyonlar, kanserin olusum sebepleri hakkinda bilgi verdigi i¢in kanser aragtirmalarinda
kritik bir 6neme sahiptir. Gelisen teknolojiyle birlikte 6zel cihazlarla okunan DNA
dizilerinde mutasyonlar tespit edilebilmektedir. Mutasyon tespit islemleri, olduk¢a maliyetli
ve uzun zaman alan uygulamalardir. Bu ¢alismada niikleotit baz dizilerinde gerceklesen
kiiciik 6lgekli mutasyonlarin tespiti i¢in yazilimsal ¢oziimler arastirilmistir. Arastirmalar
sonucunda yazilimsal deneyler yapilarak mutasyon tespitinin hizli bir sekilde
gerceklestirilebilmesi igin algoritmalar Onerilmistir. Calismada, Saglikli gen verisi olarak
NCBI (National Center for Biotechnology Information) iizerinden paylasilan BRAF (B-Raf
proto-oncogene) geni kullanilmistir. Saglikli gen bilgisi, hash fonksiyonlar1 kullanan Bloom
Filter veri yapisinda saklanmigtir. Hasta bireylere ait DNA dizileri, yeni nesil dizileme
yontemlerine uygun olacak sekilde fasta formatinda okunmus olup filtredeki saglikli veriler

ile karsilastirilarak olusan kiigiik 6l¢ekli mutasyonlar basarili bir sekilde tespit edilmistir.

Anahtar Kelimeler: Genetik, DNA, Mutasyon, Kanser, Braf Gen, Dizileme, K-mer,
HashFonksiyonu, Bloom Filtresi
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Master Thesis
SUMMARY
MUTATION ANALYSIS AND VARIANT DETECTION IN GENETIC DATA
Safa AKBULUT

Karadeniz Technical University
The Graduate School of Natural and Applied Sciences
Computer Engineering Graduate Program
Supervisor: Asst. Prof. Dr. ibrahim SAVRAN
2022, 45 Pages

All living things contain a unique sequence of nucleotide bases in their genetic
makeup. Mutation is the genetic changes that occur in these sequences. Mutations may cause
positive or negative effects in the phenotype, or they may remain neutral and not create any
change. Cancer, one of the most dangerous diseases of our age, is uncontrolled cell growth
due to mutations in genes and occurs at the cellular level. Mutations have a critical
importance in cancer research as they provide information about the causes of cancer
formation. With the developing technology, mutations in the DNA sequences can be
detected by reading with special devices. Mutation detection processes are very costly
applications which require long time. In this study, software solutions were investigated for
the detection of small-scale mutations in nucleotide base sequences. Algorithms have been
proposed for rapid mutation detection by performing software experiments based on the
result of researches. In the study, BRAF (B-Raf proto-oncogene) gene shared via NCBI
(National Center for Biotechnology Information) was used as healthy gene data. The healthy
gene information was stored in the Bloom Filter data structure that use hash functions. The
DNA sequences of the patients were read in fasta format in accordance with the new
generation sequencing methods, and small-scale mutations were successfully detected by

comparing them with the healthy data in the filter.

Keywords: Genetics, DNA, Mutation, Cancer, Braf Gene, Sequencing, K-mer,
HashFunction, Bloom Filter
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1. GENEL BIiLGILER

1.1. Giris

Genetik verilerdeki kiigiik 6lgekli mutasyonlarin tespit edilerek incelenmesi amaciyla
yapilan calismada 6rnek DNA verileri lizerinde yazilimsal deneyler yapilarak basarili
sonuglar alinmas1 amaglanmistir. Mutasyon tespiti kanser ve benzeri genetik hastaliklarin
erken teshisinde onemli rol oynamaktadir. Calisma asamalarinda ilk olarak veri seti
belirlenmisgtir. BRAF mutasyonu kanser taramalarinda erken tani belirteci olarak
kullanildigindan g¢alisma i¢in uygun olarak secilmistir. NCBI gen bankasi tarafindan
saglanan saglikli ve mutasyonlu BRAF gen verileri, veri seti olarak kullanilmistir.
Mutasyonlu veriler evrensel bir gen dizilim dosyasi olan fasta formatinda tutulmustur. Tespit
islemleri igin, bir karsilastirma veri yapisi olan 6zellestirilmis bir Bloom Filter kullanilmistir.
Bu sayede islemlerin hizlandirilmas1 amaglanmistir.

Calisma kapsaminda onerilecek yontemin temel seviyede gen mutasyonlarinin tespiti

icin yapilan biyoinformatik ¢alismalara katki saglamasi hedeflenmektedir.

1.2. Temel Kavramlar

1.2.1. Niukleik Asitler

Niikleik asitler canli hiicrelerinde kalittmi saglayan, metabolik olaylarin
gerceklesmesinde ve kontroliinde rol alan temel yapi tasi molekiillerdir. Temel gorevi
genetik bilgi aktarimini saglamak olan niikleik asitler, niikleotit ad1 verilen basit birimlerden
olugmaktadir [1]. Niikleotitler, bir fosfat, bir pentoz (halkasal formdaki bes karbonlu seker)
ve bir azotlu organik bazdan olusan kimyasal bilesiklerdir (Sekil 1.1). Niikleotitlerin
yapisinda bulunan A (Adenin) ve G (Guanin) bazlar1 piirin; C (Sitozin), T (Timin) ve U
(Urasil) bazlar1 ise pirimidin bazlar1 olarak adlandirilir. A, G ve C hem DNA hem de
RNA’nin yapisinda bulunur. T, yalnizca DNA’ya, U ise yalmizca RNA’ya ozgiidiir.

Niikleotitler fosfodiester ad1 verilen kimyasal baglar ile birbirlerine baglanirlar. Niikleotitler



yapisinda bulunan baz ¢esidine goére isimlendirilir. Canli hiicrelerinde en yaygin olarak

goriilen niikleik asitler, DNA (Deokriboniikleik asit) ve RNA (Riboniikleik asit)’dir [2].

Fosfat

Azotlu organik baz

(Adenin)
N
5 karbonlu seker e
i (deoksiriboz) 8
Fosfoester bagi 2

1 \
Glikozit
3' bk bagi 3
OH - Ne—

N

Niikleozit

N

Niikleotit

Sekil 1.1. Niikleotit yapisi [3]

1.2.1.1. DNA

DNA, bir fosfat, bir azotlu baz ve bir deoksiribozdan olusan kimyasal bilesiktir. DNA
molekiilli, ¢ift zincirli sarmal bir yapiya sahiptir. Cift sarmal yapi, DNA’ya kendini
esleyebilme imkan1 saglamaktir [4]. DNA, yapisinda bulunan A, T, G ve C bazlarinin zayif
hidrojen baglartyla baglanmasi ile olusur [2]. Bu baglanmada A ile G, T ile C eslesmektedir.
Molekiildeki A baz sayis1 T baz sayisina, G baz sayis1 ise C baz sayisina esittir. A -T
baglantisinda 2, G-C baglantisinda 3 adet zayif hidrojen bagi kurulur. DNA biitiin canli
hiicrelerde bulunur ve kalitsal bilgisiyi tagir. Bir tiiriin farklt dokularindaki DNA’lar ayni baz
yapisina sahiptir. DNA’nin baz igerigi tiirden tiire farkliliklar gosterir. DNA, hiicrelerde
kromozom ad1 verilen yapilarin iginde yer alir. DNA’nin anlamli en kiigiik par¢asina gen adi

verilir [1].



Hidrojen baf«

1. Zincir Il. zincir

B

Sekil 1.2. DNA molekiil yapisi [5]

1.2.1.2. RNA

RNA, tek niikleotit zincirinden olusan bir poliniikleotittir. Igerigindeki her bir
niikleotit azotlu bir baz, bir fosfat ve bir riboz sekerden meydana gelir. RNA’da bulunan
bazlar A, G, C ve U’dur. RNA genetik bilgi aktarim1 islemlerinde 6nemli gorevlere sahiptir.
Genetik bilginin aktarimi ve protein sentezinde gorev alan ii¢ ¢cesit RNA vardir.

Genetik bilginin aktarilmasi siireci replikasyon, transkripsiyon ve translasyon
asamalarindan olugmaktadir (Sekil 1.3). Bu siiregte mRNA (mesajct RNA), tRNA (tastyict
RNA) ve rRNA (ribozomal RNA) olmak iizere baslica ii¢ ¢cesit RNA gorev alir.

Replikasyon, DNA’nin kendini eslemesine verilen addir. DNA replikasyonu
gerceklesecegi zaman ¢ift sarmalli zincir yap1 agilir. Agilan yapidaki her bir sarmal DNA’nin
kendini eslemesi i¢in bir sablon gorevi goriir. Esleme tamamlandiginda ilk DNA yapisinin
tamamen aynisi iki DNA molekiilii elde edilmis olur.

Transkripsiyon (yazilma), DNA sablonundaki niikleotit dizisine gére mRNA’nin
sentezlenmesi islemine verilen addir. Transkripsiyon hiicre ¢ekirdeginde meydana gelir ve

genetik bilgi mRNA seklinde stoplazmaya taginir.



Translasyon (okuma, g¢eviri) mRNA ile taginan genetik bilginin tRNA tarafindan
okunarak protein sentezinin yapilmasi islemidir. Translasyon ribozomda gergeklesir. tRNA
protein sentezi i¢in gerekli olan aminoasitlerin tasinmasinda gorevlidir. Sekil 1.4’te
gosterildigi gibi her bir tRNA’da aminositin baglanacagi aminoasit baglanti bolgesi ve

kodonun baglanacag bir antikodon bdlgesi bulunur. rRNA ribozomlarin yapisina katilir [4].

m Transkripsiyon

P

\_\_7 F
Replikasyon Translasyon

Sekil 1.3. Genetik bilgi aktarim asamalar1 [6]

Amino Asit’ler

burada ekleniyor OH 37 hitly

5 bitis

T Donglsti

D Dongtlist

Deéi;ﬁrilmis/

Niikleotitler

Antikodon
Dongust

Sekil 1.4. tRNA’nin yapisi [7]



1.2.2. Hiicre Siklusu

Canliligin siirmesi i¢in hiicrelerin siirekli yenilenmesi gerekir. Bu yenilenme
mekanizmasi bir yandan boliiniip ¢ogalirken bir yandan da émriinii tamamlamis hiicrelerin
viicuttan atilmasi seklinde olmaktadir. Genler tarafindan kontrol edilen bu mekanizmada
hiicrelerin ¢cogalmasini saglayan genler ve asir1 tiremeyi engelleyen genler gorev alir.

Devamli boliinme gerceklesen hiicrelerde siklus Gi, S ve G, fazlariin yer aldig
interfaz ve M (mitoz) safhalarindan olugsmaktadir. (Sekil 1.5). Bu siiregte hiicreler uyarilir
ve biiytirler. Hiicreler boliinme sinyali almadigi siire boyunca istirahat faz1 Go’da dururlar
[8,9]. Hiicre siklusunun %90’lik kismin1 16-24 saat siiren interfaz olusturur. Siklusun geriye
kalan kismini mitoz boliinme olusturur ve 1-2 saat siirer.

Hiicre biiylimesi G1‘de bulunan R point (kisitlayici nokta) tarafindan diizenlenir. Bu
noktada siklus durur ya da tamamlanir [9]. Hiicreler G1’de ¢evreden gelen sinyalleri alir ve
biiyiime baslangici i¢in uyar1 olusturur. Bu asamada DNA replikasyonu (sentez) i¢in hazirlik
yapilir fakat sentez ger¢eklesmez. Protein ve RNA sentez islemleri gergeklesir. DNA sentezi
ve kromozom duplikasyonu S fazinda gergeklesir.

Hiicre G2 fazinda biiylimesini stirdiiriir. RNA ve protein sentezi ger¢eklesmeye devam
eder. Hiicre; P (profaz), M (metafaz), A (anafaz) ve T (telofaz)’den olusan mitoz evresine
hazirlanir. Telofazda stoplazmik boliinme tamamlanir. Bunu sonucunda genetik materyali
ayni olan iki yeni hiicre meydana gelmektedir [9,10,11,12]. Hiicre siklusunda bulunan G1/S,
G2/M ve metafaz-anafaz gegislerindeki kontrol noktalarinda siklusun devamina ya da

tamamlanmasina karar verilir [9].

Hucre BliytGmes|

Sekil 1.5. Hiicre siklusu [13]



G1/S kontrol noktasi: Restriksiyon noktasi (kisitlayici) olarak islev gormektedir.
Hiicrenin G1/S kontol noktasinda durmasini saglayan p53 (Protein 53) genidir. DNA’da
gergeklesen bir hasar varsa hiicre dongiisii bu kontrol noktasinda durmaktadir. G1 noktasinda
S fazina gegmeden once hasarli DNA’nin tamir edilmesine firsat saglanmaktadir (Sekil 1.2).
Eger onarim saglanamazsa apoptozis (hiicre 6liimii) gerceklesir. Bu fazda p53 geninin
faaliyeti etkili olmaktadir. DNA hasart oldugunda p53 iiretimi artmaktadir. Artan p53,
hiicrenin G: fazinda kalarak S fazina ge¢mesini engelleyen sinyaller olusturmaktadir.
Insanlarda goriilen kanserlerde p53’ii kodlayan genin ¢ogunlukla mutasyona ugramis oldugu
tespit edilmistir. Gergeklesen mutasyonlar sonucunda p53 fonksiyon kaybina ugramakta ve
hasar géren DNA’ya cevap olarak G1’deki duraksama engellenmektedir [14]. Hasarli DNA
replike olarak onarilmadan yavru dollere aktarilmaktadir.

G2/M kontrol noktasi: Bu noktada DNA replikasyonu veya DNA sentezinin
tamamlanmasi ile ilgili dongili ayarlanir. Replikasyonu gerceklesmemis veya hasar gormiis
DNA burada algilanmakta ve dongiiyli duraklatacak sinyaller olugturulmaktadir. Siklus G2
noktasinda durursa hiicre M asamasina gecemez. Genomun replikasyonu tamamen ve
kusursuz bir sekilde gergeklesinceye kadar hiicre G2’de kalmaktadir. Replikasyon kusursuz
bir sekilde gergeklesince G2’deki duraksama ortadan kalkmakta ve hiicre M asamasina
ge¢mektedir. Go/M kontrol noktasinda meydana gelen bir defekt, kromozom anomalilerine
sebep olmaktadir [15].

Mitoz (Metaz-anafaz) Kontrol Noktasi: Bu noktada kromozomlarin ig iplikleri
tizerinde dogru konumlanip konumlanmadigi kontrol edilmektedir. Mitotik ig iplikleri
tizerindeki bir veya daha fazla kromozomun eksik oldugu tespit edildiginde kontrol noktast

hiicre dongiisiinii durdurmaktadir.

M Kontrol noktas:
{Hatall kromozom diziligi)

G 2 Kontrol noktas:
(Tamamlanmamig
replikasyon veya
nasarli DNA)

R noktas
G 1 Kentrol noktasi
(DNA hasan)

Sekil 1.6. Hiicre siklusu kontrol noktalari [16]



Hiicre siklusunda bu fazlar sirasiyla olur. Bu fazlardan biri atlanip digerine gegilirse,
genom bilgisi eksiksiz ve dogru kopyalanamayacagindan hiicrede hasar olusabilir [14].
Kanser hiicrelerindeki genetik instabilitenin en 6nemli nedenlerinden biri siklus kontrol
noktalarinda olusan defektlerdir [15].

Herhangi bir etkenle hiicre DNA’sinda olusan hasarin ¢esidi ve boyutuna gore kontrol
noktalar faz gecislerini (G1-S veya G2-M) engeller (Sekil 1.2). DNA’da olusan hasar DNA
sentezini inhibe edebilir. Hiicrelerde DNA replikasyonu ger¢eklesmediginde mitoza giris,
kinaz komplekslerinin inaktivasyonu ile engellenir [9].

Onkogenler ve timor baskilayici genler, hiicre siklusunda 6nemli bir yere sahip olan
gen guruplaridir [10].

Onkogenler: Kontroliinii kaybetmis, protein kodlayan genlerdir. Dogrudan veya
dolayli olarak kanser gelisimini etkilemektedirler.

Proto-onkogenler: Artmis gen ekspresyonu ya da mutasyonlar sebebiyle onkogene
dontigebilme potansiyeline sahip olan normal genlerdir. Hiicrenin biiyiime ve boliinme
asamalarinda kullanilan proteinlerini kodlar. Bu genlerde ger¢eklesen mutasyonlar
sonucunda tiimor gelisebilmektedir [17].

Tiimor Baskilayict Genler: Hiicre biiylimesini baskilayici etkileri ile kanser geligimini
baskilayan genlerdir. Bunlar p53 ve Rb (Retinoblastoma) genleridir. Tiimor baskilayici
genlerin kayb1 kanser olusumunda onkogen aktivasyonundan daha 6nemli bir role sahiptir.
Normal bir hiicrede DNA hasar1 meydana geldiginde p53 devreye girerek genomik kararlik
olusturur. Siklusu G: fazinda inhibe eder ve hiicreye tamir i¢in gerekli olan zamani saglar.
Hasar onarilamiyorsa hiicreyi apoptozise gotiirir [9,14,18]. Kalitimsal mutasyon
gerceklesmis DNA onarim genlerinde kanser ihtimali bulunmaktadir [11]. Rb, normal
hiicrelerde siklusu G1’de inhibe eder. Bu genlerde gerceklesen mutasyonlar hiicre siklusunda
inhibisyonu engeller ve normal olmayan hiicre biiylimesine sebep olurlar [17]. Ayrica
apoptozise karsi direng gelisimine ve neoplastik farklilagsma ile kanserlesmenin baglamasina
neden olurlar. p53 geni islev kaybina ugrarsa hiicre biiyiimesi kontrol edilemez. DNA tamiri
olmaksizin hiicre siklusu kontrolsiizce ger¢eklemeye devam eder. Kanserogenezin siirmesi
igin, timodr baskilayict bir genin islev kaybi cogunlukla iki alelde de mutasyon

gerceklesmesini gerektirir [19].



1.3 Mutasyon

Mutasyon, ilk olarak 1901 yilinda bitkiler iizerinde yapilan ¢aprazlamalarda
gozlemlenen bir varyasyonu isimlendirmek i¢in kullanilmistir. Mutasyon, bir canlinin
genetik materyalindeki niikleotit baz dizilerinde gerceklesen kalitsal degisikliklerdir. Bu
degisiklikler somatik (viicut) hiicrelerde ya da gamet (lireme) hiicrelerinde olabilir.
Mutasyonlar fenotipte pozitif veya negatif etkilere sebep olabilir ya da notr kalarak fenotipte
herhangi bir degisiklik yaratmayabilir. Mutasyonlar ¢ogunlukla DNA’nin replikasyonu ya
da onarimi sirasinda meydana gelen hatalarla ortaya ¢ikar. Genetik cesitliligin ana kaynagini
olusturan bu mutasyonlar genetik ¢aligmalarin da temelini olusturmaktadir [20]. Bir ¢ok
mutasyon siniflandirma ¢esidi bulunmaktadir.

Mutant: Mutasyona ugramis bir organizmaya mutant adi verilir. Mutant bir alel,
degismis genetik bilgi icerir ve gen liriiniinii degistirir.

Mutajen: Mutasyona neden olan etkene denir. Radyasyon, sicaklik, X 1sinlari, bazi
kimyasal maddeler, travma ve sigara katrani birer mutajendir.

Tim organizmalarin, hiicreleri disaridan gelecek hasarlara karst korumak igin
gelistirdigi bir DNA onarim mekanizmasi vardir. Bu mekanizma hiicre 6liimii, mutasyon,
replikasyon hatalar1 ve genomik kararsizlik gibi bir gok durumda devreye girer. DNA onarim
mekanizmasimin ¢alismasindaki bir anormallik kansere ve yaslanmaya yol acar (Sekil 1.7)

[21]. Normal bir insan hiicresinde replikasyon sirasinda olusan hata oran1 107 *dur [22].

Basarisiz DNA
Tamiri

[4¥SYH YNA

Kanser, Genetik
Kalhtsal Hastalhik Cesitlilik

Sekil 1.7. DNA tamir mekanizmasi [23]



1.3.1. Bulunduklar: Yere Gore Mutasyonlar

Germ Hiicre Mutasyonlari: Gamet (iireme) hiicrelerindeki mutasyon sonraki nesillere
aktarilmaktadir. Bu mutasyonlar genetik hastaliklarin, genetik ¢esitliligin ve evrimin temelini
olusturmaktadir.

Somatik Hiicre Mutasyonlari: Viicut hiicrelerinde meydana gelir. Bu mutasyon, kansere neden
olabildigi i¢in 6nemlidir. Hiicresel fonksiyon degisikliklerine, lokal hiicre Sliimiine ya da tiimor

olusumuna yol acabilirler. Gelecek nesillere aktarilmazlar.

1.3.2. Olusum Mekanizmasina Gore Mutasyonlar

Spontan Mutasyonlar: Herhangi bir mutajenik etken olmadan dogal olarak olusan
mutasyonlardir. Niikleotit dizilerinde rastgele degisiklikler olusur. Replikasyon hatalarindan
ve baz modifikasyonlarindan kaynaklanmaktadir.

Uyarilmig Mutasyonlar: Dogal ya da yapay ajanlarin etkilemesi ile olusan
mutasyonlardir. Radyasyon ve kimyasallarin neden oldugu DNA hasarlarindan olusur.
Mantar toksinleri, UV 1sinlar1 ve kozmik 1s1nlar bu mutasyona neden olan diger ajanlardir.

Adaptif (Uyumsal) Mutasyon: Organizmanin, ¢evreden gelen belirli bir etkene uyum

saglamak amaciyla gelistirdigi mutasyon ¢esididir [24].

1.3.3. Fenotipik Etkilerine Gore Mutasyonlar

Morfolojik Mutasyon: Organizmanin dig goriiniisiinii etkileyen mutasyonlardir.

Islev Kayb: Mutasyonu: Gen fiiriiniiniin islevini kismen ya da tamamen yok eden
mutasyondur. Bu mutasyonlar genellikle resesif (¢ekinik)’tir. Ciinkii bir genin islev kaybin
baska bir alel telafi edebilir [25,26].

Islev Kazanci Mutasyonu: Gen iiriiniiniin yeni bir islev kazanmasma sebep olan
mutasyondur.

Notral Mutasyon: Yeni gelen aminoasit dncekiyle ayn1 kimyasal dzelliklere sahiptir.
Genellikle gen iirtiniinii etkilemez [27].

Letal (Oldiiriicii) Mutasyon: Hayati dneme sahip genlerde meydana gelerek 6liime yol

acan mutasyon ¢esididir.
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1.3.4. Molekiiler Degisiklik Tipine Gore Mutasyonlar
1.3.4.1. Nokta (Gen) Mutasyonlari

Gen dizisinde bir veya birka¢ niikleotitte meydana gelen degisikliklerdir. Bu
degisiklikler sonraki nesillere aktarilabilir. Kendiliginden ya da deneysel olarak meydana
gelebilir. Kromozomlarin sayisinda veya yapilarinda herhangi bir degisiklik olmaz. Genelde

replikasyon sirasinda olusur.

Orijinal Dizi

Nokta Mutasyonu
A

. ° ' .: ° ' ' ° ° .

Sekil 1.8. Nokta (gen) mutasyonu [28]

TN

1.3.4.1.1. Baz Cifti Degisikligi Mutasyonlar1 (Substition Mutations)

Transisyonel Mutasyon (Piirin-piirin veya pirimidin-pirimidin): Bir piirin diger bir

piirin ile veya bir pirimidin diger bir pirimidin ile yer degistirirse buna transisyon denir.

Normal gen dizisi (A-T) Mutant gen dizisi (G-C)
T|G|T| G AJAJAJA|T | T|C|T| A|G T|G|T| G|A|A|G| A|T|T|C|T|A|G
AlC|A|C|T|TIT|T | A A|G| A|T|C AT | A {1 T|T|E|T|A|A|G|A|(T|C

Sekil 1.9. Transisyonel mutasyon

Transversiyonel Mutasyon (Piirin-pirimidin veya pirimidin-piirin): Bir piirin ve

pirimidin karsilikli olarak yer degistirise transversiyon olur.
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Normal gen dizisi (C-G) Mutant gen dizisi (G-)

TIG|T|IC|A|G|A|A|T|T|C|T|A|G TIG|IT|G|IA|G|A|A|T|T|C|T|A|G

A|ICIAJG|T|C|T|T|IAJIA|G|A|T|C| |A|C|IAIC|T|C|T|T|AIA|G|A|T|C

Sekil 1.10. Transversiyonel mutasyon

1.3.4.1.2. Sessiz, Yanhs Anlamh ve Anlamsiz Mutasyonlar

Silent (Sessiz) Mutasyon: Gen iiriiniin yap1 ve isleyisini degistirmedigi igin fenotipte
gozlenebilir bir degisiklik yaratmazlar. Yeni olusan baz, genin kodlayacagi aminoasiti
degistirmez. Ornegin UAC kodonunun UAU’ya déniisiimii bir silent mutasyondur. Ciinkii
ticiincli bazdaki C yerine U gelmesi kodlanacak aminoasitte bir degisiklik yaratmaz. Her
ikisi de tirozin aminoasitini kodlar [4].

Missense (Yanlis Anlamli) Mutasyon: Kodondaki anlamin degismesi ile protein
yapisma farkli bir aminoasit katilmasma sebep olan mutasyondur. Ornegin UAU kodunu
UCU kodonuna doniisebilir. Bu durumda protein yapisina tirozin yerine serin aminoasiti
katilir [4]. Boylece olmasi gerekenden farkli bir protein meydana gelir.

Nonsense (Anlamsiz) Mutasyon: Bir kodonun higbir aminoasiti kodlamayip sonlanma
kodonu (UAA, UAG veya UGA) ya da bagka birseye doniismesine neden olan mutasyondur.

Bu mutasyon zincirin erken sonlanmasina dogal olarak da daha kisa bir protein olugmasina

neden olur.
Nokta Mutasyonlari
Mut el |
utasyonsuz
Sessiz Anlamsiz Yanhs Anlamh
TTC 1y ATC TCC TGC
AAG AAA UAG AGG ACG
Lys Lys STOP Arg Thr
NH" NH* HZNYNH{ L o
i "N ~H

Sekil 1.11. Sessiz, yanlis anlamli ve anlamsi1z mutasyonlar [29]
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1.3.4.1.3. Cerceve Kaymasi (Frameshift) Mutasyonlari

Bir genin protein kodlayan bolgesinde, bir ya da daha fazla sayida niikleotit girisi veya
c¢ikist ile kodonlarin degismesine neden olan mutasyonlardir. Niikleotit girisi oldugunda
insersiyon, ¢ikist oldugunda ise delesyon olarak adlandirilmaktadir. Bu degisiklikle, okuma
esnasinda ii¢lii kodonlar ve tiim aminoasit dizisi asag1 dogru kayar. Bunun sonucunda normal
proteinden apayri yapida islevsiz bir protein olusur. Bu mutasyonda bazen bir noktada
sonlanma anlamina gelen bir kodon ortaya c¢ikabilir ve zincirin erken sonlanmasina neden

olabilir [21, 22].

Nokta Mutasyonu

insersiyon Cerceve kaymasi
!AA!}!G!.GG!

Sekil 1.12. Cergeve kaymasi (insersiyon) [28]

Nokta Mutasyonu

A A G A G G

Delesyon Cergceve kaymasi

G

Sekil 1.13. Cergeve kaymasi (delesyon) [28]
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1.3.4.2. Kromozom Mutasyonlari

Normal (diploit) bir hiicrede 46 adet kromozom bulunur. Bu kromozomlar 23 ¢ift
halinde diizenlenmistir. Bu ¢iftleri olusturan iki kromozomdan biri anneden digeri babadan
gelir. 23 adet kromozoma haploid (n) ad1 verilir. 2n kromozoma sahip olma durumuna diploit
denilmektedir. Kromozom sayisinin haploid ya da haploidin tam katlar1 halinde artmasina
euploidi denir. Kromozom mutasyonlar1 mitoz ve mayoz boliinme sirasinda olusurlar.
Kromozomlar her zaman diizenli ayrilmayabilir. Bu sebeple kromozomlarin yapisinda veya
sayisinda degisiklikler olabilir. Kromozom sayisindaki bu degisiklikler heteroploidi olarak

adlandirilmaktadir.

1.3.4.2.1. Sayisina Gore Kromozom Mutasyonlari

Aneuploidi: Genomdaki bazi kromozomlarin sayica eksilmesi ya da gogalmasidir. Bu
durumda haploidin tam kati1 olugsmaz. Bir kromozom fazla oldugunda trizomi, bir kromozom
eksik oldugunda ise monozomi olarak adlandirilir.

e Monozomi: Diploid yapidan bir kromozomun eksilmesidir.

e Trizomi: Diploid yapiya bir kromozomun eklenmesidir.

Poliploidi: 2n’den fazla kromozom takiminin bulunmasi durumuna denir. 3n triploidi,

4n tetraploidi olarak adlandirilir.

1.3.4.2.2. Yapisina Gore Kromozom Mutasyonlar:

Duplikasyon: Kromozomdaki bir segmentin ¢iftlenmesi olayina denir.

Delesyon: Kromozomun herhangi bir bolgesinde meydana gelen kopma ve
ayrilmalardir.

Inversiyon: Kromozomun bir bdlgesinin ters doniip tekrar ayni kromozoma
baglanmasi durumudur.

Translokasyon: Kromozom segmentleri ve onlarin tasidiklart gen zincirlerindeki

yerlesimlerde goriilen degismelerdir.
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Mutasyonlar
Bulunduklan yere gore J Olusum mekanizmasina giire’ L Fenotipik etkilerine gore ’
Germ hiicre mutasyonlar: Spontan mutasyonlar Morfolojik mutasyonlar
Uyariimi§ mutasyonlar islev kayb1 mutasyonlan
Adaptif mutasyonlar islev kazanci mutasyonlar:
Notral mutasyonlar
Letal mutasyonlar
\ 4
t Molekiiler degisiklik tipine gore ’

men

v v

Nokta mutasyonlari Kromozom mutasyonlar:
v v v i } )
Bagz ¢ifti degisikligi Sessiz, yanhs anlamh ve Cerceve kaymasi Sayisina gore Yapisina gore
mutasyonlary anlamsiz mutasyon mutasyonlari

Transisyonel mutasyon

Silent mutasyon

Delesyon

Duplikasyon

Aneuploidi
Translokasyonlar

Missense mutasyon Iinsersiyon Delesyon

Transversiyonel mutasyon

inversiyon

Nonsense mutasyon

Translokasyon

|
I
“ “

Sekil 1.14. Mutasyonlarin siniflandirilmast

1.4. Karsinogenez (Kanser Olusumu)

Hiicreler endojen ve eksojen kaynakli birgok etkene maruz kalir. Bu etkenler kanser

olarak adlandirdigimiz kontrolsiiz hiicre biiylimesine sebep olurlar. Kanserin ortaya ¢ikmasi
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sadece kontrolsiiz ¢ogalmaya bagl degildir. Hiicrede invazyon ve metastaz gibi diger
malignite 6zelliklerinin de bulunmasi gereklidir [30].

Timo6r olusumundaki iki temel asama, neoplastik transformasyon ve neoplastik
gelisim adimlaridir. Normal hiicrelerin neoplastik hiicrelere doniisiimii olan neoplastik
transformasyon, onkogenezis ve karsinogenezisin ilk basamagini olusturur [31]. Neoplastik
transformasyon, mutasyonlarin etkisiyle DNA replikasyon ve tamir mekanizmalarinin
diizgiin ¢alismamasi sonucunda olusur [11]. Mutasyonlar, proto-onkogenlerde, tiimor
baskilayici genler ile bu genleri diizenleyen genlerde ve biiyiime kontrolii yapan genlerde
olusabilir [32,33]. Neoplastik gelisim ise kanser hiicrelerinin biiyliylip geliserek 6nce ¢evre
dokulara sonrasinda da uzak dokulara yayilarak biiylimesidir. Siirekli biiyiime ve ¢ogalma
ile timorde malignansiye varan degisiklikler meydana gelir [34].

Kanserler DNA dizisindeki birtakim anormalliklerle olusur. Kanserlerin kiiciik bir
boliimii kalitimsal nedenlerle olurken; %85-%90’lik kismi canli hiicrelerin yasamlari
sliresince mutajenlere maruz kalmasi sonucunda hiicre DNA’sinda hatalar ve degisiklikler
gerceklesmesi ile ortaya ¢ikmaktadir [11].

Kanserin sebebinden bagimsiz olarak hiicreye ait genetik materyalde bozulma
gerceklesir. Tek bir gende mutasyon olabilecegi gibi ayni anda bir¢ok gende de mutasyon
goriilebilmektedir. Birden fazla gende ayn1 anda meydana gelen mutasyon hasarlari, sadece
bir gende olusan mutasyona gore kanser olusumunda daha fazla rol alir [11].

Gen yapisindaki bozulmalar ve degisiklikler normal hiicrelerdeki yapim ve yikim
mekanizmasinda bozulmalara neden olur. Hiicrelerdeki bu biyolojik diizenin bozulmasi ve
tiimor olusumuna neden olan genetik hasarlarin ¢esitli nedenleri vardir. Bu nedenler asagida
maddeler halinde belirtilmistir.

Kanser gelisimine sebep olan endojen faktorler;

+ DNA’daki rastgele degisimler

+ Oksidatif metabolizma

» Somatik rekombinasyon mekanizmasi (VDJ)

Kanser gelisimine sebep olan eksojen faktorler;

* Yagh yiyecekler

+ Tlaglar
+ Sigara
« Alkol

 Benzen
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Komiir
Kimyasal gazlar

Iyottan fakir besinler

Radyasyon

Glines 15181

Is1

Kronik travma

Viriisler [35]

EBV ( Epstein Barr Viriisii )
HCV (Hepatit C Virtisii )
HBV ( Hepatit B Viriisii )

HPV ( Human Papilloma Viriis )

MCYV ( Merkel Hiicreli Polyoma Viriisii )
HTLV ( Insan T-lenfotropik Virus )

KSHV ( Kaposi Sarkom Iliskili Herpes Virus )
Bakteriler [36]

Helicobacter pylori

Chlamydia trachomatis

KARSINOGENEZ
Radyasyon
2 ajanlar viruslar UV, mineral lifler kimyasal ajanlar
S
éb- N\ l Farklilagma defektleri
= E,Onkogen aktivasyonu (&y{ ) _
T omQ = g8

ormal hilcre  Baglangig hilcre

N
Preneaplastik
5 hiiereler
H ' Timor baskilayici gen inaktivasyonu i

viruslar

Buyame kontrolu defektleri o0, \SIe B Ayrilma

- f 7 " @:

Radyasyon kimyasal ajanlar viruslar .« o Tnva_zl_yon
UV, mineral lifler MMP Motilite

METASTAZ

Anjiogenez
Cogalma

Dolagimda
sagkalim

Agregasyon
Embolizasyon

MMP: matriksmetaloproteinaz, L: lenfosit, NK: natural killer hiicre, M: mekanik faktérler, T: trombosit A: adezyon molekiilleri

Sekil 1.15. Karsinogenezin olusumu [37]
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1.5. p53 Geni

p53, 17p13.1 kromozom bdlgesinde lokalize olan ve 393 aminoasitten olusan bir
proteini kodlayan gendir. Normal kosullarda hiicrede diisiik seviyededir ve normal hiicre
siklusunda gorev almaz. Normal bir hiicrede DNA hasari, ig iplik hasari, hipoksi durumu
veya onkogenlerle p53 seviyesi yiikselir ve p53 aktivasyonu saglanir.

p53, herhangi bir hasar durumunda DNA onariminin yapilmasina zaman kazandirmak
i¢in hiicre siklusunu G; fazinda durdurur. p53 apoptoziste anahtar rol oynamanin yani sira
farklilagsma ve yaslanma olaylarinda da gorev alir [38].

p53 geni mutasyona ugramis hiicrelerde timor baskilayici genlerde kayiplar olur ve
hiicre boliinmeye devam eder. Bunun sonucunda da kanserlesme olusur. Insanlarda meydana
gelen kanserler igerisinde goriilme orani en yiiksek olan mutant gen p53’tiir. Bu kanser
gesitlerinin %50’sinden fazlasinda p53 mutasyonu oldugu bildirilmistir [39,40]. Mutasyon
olmayan alelde ise p53 kayb1 s6z konusudur.

p53’te goriilen mutasyonlar; nokta mutasyonu, missense mutasyon, nonsense
mutasyon ve silent mutasyon olarak rapor edilmistir. Mutasyonlar ¢ogunlukla p53’iin DNA

baglanma bolgesinde gorilmektedir [41].

1.6. BRAF Geni

Onkogenler simifina ait olan BRAF, MAPK (mitojen aktive edici protein kinaz)
mekanizmasi igerisinde bulunan ve hiicre disgindan gelen sinyallerin hiicrenin ¢ekirdegine
iletilmesini saglayan proteinin iiretim talimatlarini belirleyen gendir [42]. RAS (retikiiler
aktive sistemi)/MAPK vyolu, hiicrelerin biiyiimeyi, boliinmeyi (¢ogalmayi), farklilasmayz,
hareketi(gdc) ve apoptozu gerceklestirmek icin gecirdigi stireci diizenler. BRAF, 18
ekzondan olusur. Reseptor tirozin kinaz yolunda RAS’tan sonra Raf (v-raf murine sarcoma)

gelmektedir. Ug adet kinaz igerisinde en gii¢lii olan BRAF tir [43].
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PI3K/AKT/mTOR
yolu

Sekil 1.16. Ras / MAP kinaz yolu [44]

BRAF geninde olusan mutasyonlar yogunlukla 15.ekzonda bulunan 600. kodonda ve

11. ekzonda olusur. Bu gendeki mutasyonlar en sik 600. kodonda goriiliir [45]. Bu

mutasyonlarin BRAF iizerinde V600E aminoasit degisikligi yapmast BRAF kinazda

devamli ve onkojenik aktivasyona neden olur [46]. BRAF mutasyonu tani belirteci olarak

kullanilmaktadir [47].
BRAF Mutasyonu Pozitif
Normal Hiicre Kanser Hicresi
Normal Sinyal Kaynag: Normal Sinyal Kaynag:

Normal Hiicre Buyumesi

Sekil 1.17. BRAF V600 mutasyonu [48]
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Braf genindeki mutasyonlar farkli hastaliklara ve malignitelere yatkinlik olusturur.
Over tiimorleri kadinlarda en sik goriilen kanser tiirlerinden biridir (Sekil 1.14). Kadin
genital sistem kanserlerinin %30’unu olustururlar [15]. Over kanserinin erken dénemde
teshis oran1 diisiik oldugundan hastalik teshis sikligi ile oliimler arasinda orantili olmayan
bir risk s6z konusudur. Over kanserleri, kadinlarda genital sistem kanserlerine bagli
dliimlerin %50’sini olustururlar. Sekil 1.15’te 20092013 yillar1 arasinda Ingiltere’de
yumurtalik kanseri tanis1 konulan hastalar i¢in yasa bagli hayatta kalma oranlari verilmistir.
Over kanserlerinde nulliparite, aile 6ykiisii ve kalitsal mutasyonlar risk faktorleri arasindadir
ve timdr gelisine neden olurlar [49].

BRAF mutasyonlar1 seréz borderline over tiimdrlerin {igte birinde, goriiliir. Daha az
oranda da diisiik dereceli ser6z over tiimorlerinde goriiliir. Diisiik dereceli ser6z kanserler
KRAS, BRAF ve ERBB2 onkogenlerinde mutasyonlara sahiptir. Bu kanserler ser6z
borderline tiimorlerden kademeli olarak gelisir [50]. BRAF ve KRAS ser6z karsinomlarda
timor ilerlemesinde morfolojik bulgular géziikmeden ¢ok onceki asamalarda rol alir.

BRAF genindeki mutasyonlar malign melanomlarin {igte ikisinde goriiliirken,
kolorektal ve ovaryan karsinomlarin daha az bir boliimiinde goriiliir. Yiiksek dereceli serdz
over tiimdrlerinde ise TP53 (Timoér protein 53) mutasyonu goriiliir. Bu karsinomlarin
%96’smin TP53 mutasyonuna sahip oldugu ifade edilmistir [51]. Malign melanomali
olgularin ¢ogunda BRAF geni V60OE mutasyonu tanimlanmistir. Kolorektal kanserler
diinyada en yaygin goriilen malignitelerden biridir (Sekil 1.13, Sekil 1.14). Kolorektal
kanserlerde BRAF geninde ¢esitli mutasyonlar gozlenmistir. Kolorektal kanserlerin yaklasik
%9-11’inde BRAF mutasyonu goriilmektedir. Kanser onciisii bazi poliplerin igerisinde
farkli oranlarda BRAF mutasyonu tespit edilmistir. Tiroid kanseri endokrin maligniteler
icerisinde en sik goriilenidir Ve tiim malignitelerin %1 kadarini olusturur [52]. PTC (Papiller
tiroid kanser), tim tiroid malignitelerinin yaklasik %85’ini olugturmaktadir [53]. Sag kalim
orani yiiksek bir kanser ¢esidi olsa bile hastaligin niiks etme olasilig1 oldukga yiiksektir.
Niiks goriilen hastalarin kiigiik bir kismi 6lmektedir [54].

PTC, BRAF mutasyonlarin en sik goriildiigii hastaliklardan biridir [54]. PTC’de
BRAF, RAS, RET, PAXS gibi bir¢cok gende mutasyonlar tespit edilmistir [52]. PTC’deki en
yaygin mutasyon BRAF V600E mutasyonudur. Bu mutasyon PTC’de iyi bir prognoz ve risk
simiflandirmasi elde etmek igin 6nemli bir belirteg olarak ortaya ¢ikmistir [55,56]. Niikseden
PTC’de major mutasyon BRAF mutasyonudur [57]. Yapilan ¢aligmalarda niikseden PTC

‘lerde BRAF mutasyonu daha yaygin olarak gozlenmistir (niikseden tiimorlerde %85, primer
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tiimorlerde %65 BRAF mutasyonu pozitif olarak gézlenmistir) [57,58]. BRAF mutasyonu,
PTC niiks riskini belirlemek i¢in preoperatif olarak kullanilabilecek faydali bir gostergedir.
Bu da kisiye 6zel tedavi se¢enekleri olusturulmasina yardimer olabilir [54,59,60].

BRAF mutasyonunun daha kotii prognozlu, daha agresif bir hastaligin bagimsiz bir
belirteci oldugu gosterilmistir [61]. Bu mutasyonun PTC i¢in daha kotii bir prognoza neden
oldugu tespit edilmistir [62]. Iyi huylu PTC’lerde BRAF mutasyonu gdzlenmez [63].

Diger genetik degisimler gibi BRAF mutasyonu da bir hastaligin erken veya ilk
donemlerini gosterebilir. p53°te olusan mutasyon gibi diger bazi mutasyonlarda biiyiik

ihtimalle ge¢ donemleri gosterir [64].

ERKEK
Trakea, Brong Akciger 21.7
Prostat 12.4
Kolorektal 9.8
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Mon-Hodgkin lenfoma . 2 o5
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Larinks - 7 7
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Sekil 1.18. Erkelerin tiim yaslarda goriilen kanser tiirii oranlari, Tiirkiye [65]
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Sekil 1.20. Over kanseri, yasa gore bes yillik hayatta kalma (Ingiltere, 2009 — 2013) [66]

2002 yilinda Davies ve arkadaslar1 tarafindan, kanser hastaliklarinda BRAF gen
mutasyonu varhiginin arastirtldigi bir ¢alisma yayinlanmustir [67]. Calismada 530 kanserli
hiicre ve 378 primer kanser Ornegi incelenmistir. Kanser c¢esitlerine gore BRAF gen

mutasyonuna sahip olan hiicre sayilar1 ve ylizdelik oranlar1 Sekil 1.21°de gosterilmistir.

Kanser tiiri Ornek sayisi (adet) Mutasyon (+)(adet) Oran (%)
Kanser Hiicre serisi

Melanom 34 20 59

Kolorektal 40 7 18

Glioma 38 4 11

Akciger 131 4 3

Sarkom 59 5 9

Qver 26 1 4

Meme 45 1 2

Karaciger 7 1 14
Primer Kanser

Melanom 9 6

Kolorektal 33 4

Qver 35 5

Sarkom 182 1

Sekil 1.21. Kanser tiirlerinde BRAF gen mutasyonu orant
1.7. DNA Dizileme
DNA’daki niikleotit bazlarmin Kesin sirasinin belirlenmesine DNA dizileme adi

verilmektedir. Insan genomundaki milyarlarca baz ¢iftinin dizilimindeki farkliliklar, her

bireyin essiz genetik yapisini ortaya koymaktadir. Molekiiler biyolojinin hizli gelisimiyle
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DNA calismalar1 6n plana ¢ikmis ve gegmisten gilinlimiize kadar birgok DNA dizileme
yontemi gelistirilmistir. Gelisen teknolojinin de yardimiyla ¢ok sayida ¢aligma yapilmakta
ve yeni yontemler ortaya koyulmaktadir. Her ne kadar ¢ok sayida yontem kesfedilse de
sadece belli sayidaki yontemler genel kabul gérmekte ve uzun siire boyunca gegerli
kalabilmektedir. Dizileme yontemleri ile olusturulan DNA dizileri, farkli organizmalarin
genomlarinin kiyaslanmasi ve gen yapilar: gibi konular hakkinda bilgi sahibi olmamiza
olanak saglar [68]. Dizileme islemleri, bir gen veya gen bolgesinde varyantlar veya
mutasyonlarin tespiti, hastaliklarin teshis ve tedavisi gibi bircok amag i¢in kullanilmaktadir.

Gregor Mendel 1866 yilinda bezelye bitkilerinde yaptigi melezleme calismasi ile
genetigin temelini atmistir. 1869 yilinda Fridedrich Miescher hiicre ¢ekirdeginde asidik
Ozellikli maddeler kesfetmistir [61]. Avery ile arkadaslari geceklestirdikleri deneyler
sonucunda genetik bilgileri DNA’nin aktardigini 1944’de kanitlamistir. Cift sarmal DNA
yapist Watson ve Crick tarafindan 1953 yilinda kesfetmistir. Tiim bu genetik ¢alismalar ve
benzeri diger arastirmalar niikleik asit dizileme sistemlerinin kokenini olusturmustur [68].

Ik DNA dizileri 1970’lerin baslarinda elde edilmistir. Dizileme yontemleriyle ilgili
yapilan ¢alismalar yeni yontemlerin gelistirilmesine 6n ayak olmustur.

Genetik kod, DNA ve RNA dizilerinde kodlanan genetik bilgileri hiicreler yardimiyla
proteinlere ¢eviren kurallarin biitiiniidir [69]. Bir organizmanin genomu DNA’s1 i¢inde
kaydedilmistir. Genomun RNA veya protein kodlayan kisimlar1 genleri olusturmaktadir. Ug
adet niikleotitin bir araya gelerek olusturdugu yapiya kodon adi verilir [69]. Kod, kodonlar
ile amino asitler arasindaki iliskiyi tanimlar. Genellikle her bir kodon bir amino asidi kodlar.
Genetik bir dizideki kod ¢evrilmeye basladiginda niikleotitler bastan itibaren ticlii sekilde
ayrilarak okunur. Cevirinin yapildig asil ¢er¢eve baslama kodonu tarafindan belirlenir.
Protein sentezini sonlandiran kodona durdurma (stop) kodonu adi verilir.

Niikleotitlerin iiclii dizilimi ile olusan kodonlar 43 = 64 farkl1 kombinasyonu mevcuttur
(Sekil 1.16) [69]. Her bir kodon bir aminoasite veya bir stop (bitim) sinyaline karsilik
gelmektedir.
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Sekil 1.22. Kodon tablosu [70]

Gegmisten gilinlimiize kadar yapilan ¢aligmalar neticesinde bircok DNA dizileme

ylintemi ortaya ¢ikmustir. Bu yontemler li¢ ana kategoride toplanmustir [71].

1.7.1. i1k Nesil DNA Dizileme Yontemleri

Sanger Dideoksi Yontemi ( Zincir Sonlandirma ): Uzun DNA pargalarini dizilemek
icin kullanilmaktadir. Zincir sonlandirma metodu olarak da adlandirilir. Sanger Deoksi
yonteminde tek iplikli DNA sablonu, primer DNA, deoksiniikleotitler ve zincir bilylimesini
sonlandiran modifiye edilmis bazlar kullanilmaktadir. Dogru, hizli ve ekonomik bir dizileme
metodudur. Giiniimiizde popiilerligini yeni teknolojilere birakmis olsa da hala bazi DNA
dizileme uygulamalarinda kullanilmaktadir. Giincel DNA Dizileme yontemlerinde de
kullanilan bir¢ok temel kavrami tanimlamustir [72].

Maxam-Gilbert Dizilemesi: DNA’nin kimyasallarla modifikasyonu ve elektroforezle
belli bazlarda kesilmesine dayali metottur. Sanger Dideoksi yonteminden birkag yil sonra
bulunmasina ragmen ilk etapta Sanger yontemine gore daha popiiler olmustur. Yontemin
karmasiklig1 ve zararli kimyasallarin kullanimi sebebiyle kullanigh bir yontem degildir.
Sanger Dideoksi yonteminde yapilan iyilestirmeler sonucu yontemin yayginlasmasiyla
birlikte Maxam-Gilbert dizilemesinin popiileritesi azalmistir.

Av Tiifegi Dizilemesi: Uzun DNA pargalarin1 dizilemek i¢in kullanilan dizileme
yontemidir. Bu yontemde biiyiilk DNA pargasi rast gele kiiciik parcalara ayrilir ve her bir
parca klonlanir. Ayrilan kiigiik parcalarda kendi Ortiisen kisimlarma bakilip birlestirme
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islemi yapilir ve biyiik dizilim elde edilir [73]. Boliinen pargalarin bir genomdaki tiim
bazlar1 tamamen bulundurabilmesi i¢in ¢ok fazla sayida klonlama isleminin yapilmasi
gerekmektedir. Klonlama sayisina bagli olarak elde edilen dizinin biiylik bir kismi1 tekrar
eden fazlalik verilerden olugsmaktadir. Dizilim, tekrar eden dizi pargalarini dogru siralamada
yerlestiren bilgisayar programi yardimiyla analiz edilmektedir.

PCR Amplifikasyonu: DNA pargasinin ¢ok sayida klonlanmasi temeline dayanan bir
dizileme ¢esididir. Uygun kimyasal ortamlar olusturularak klonlanan pargalarin baslangig ve
bitis noktalarina yapay DNA parcalar1 eklenmektedir. Sonrasinda ¢esitli enzimler yardimiyla

incelenecek kisim ayristirilmaktadir.

1.7.2. ikinci Nesil DNA Dizileme Yontemleri

DNA dizilemelerinde kullanilan nesil kavrami, teknolojik gelismeler sayesinde
dizileme hizlarindaki yiiksek artisa ve dizileme maliyetinin azalmasina bagl olarak ortaya
cikmustir. Ikinci nesil dizilemelerin en énemli dzelligi paralel yontemler kullanarak ¢ok fazla
sayida veri dizisini 6rnekleyerek siralayabilmesidir. Yiiksek hesaplama giicii sayesinde eskKi
yontemlere oranla 100 kat hizli veri ornekleyebilmektedirler. En yaygin kullanilan
yontemler asagida belirtilmigtir [72].

454 Pirodizilemesi: Bu yontemde, DNA 400-700 baz ¢ifti uzunlugundaki tek sarmalll
bolimlere parcalanir ve her bir parca adaptorlere baglanir. PCR reaksiyonu ile DNA
amplifiye edilerek birbirinin aynist olan her bir DNA klonu adaptérlerde taginir. Robotikler
vasitasiyla adaptorler, her biri sadece bir adaptor bulunduran milyonlarca kuyuya sahip fiber
optik tablalara yerlestirilirler. Dort niikleotit belirli bir sirayla tabla iizerinden kayarlar.
Iclerinden 151k sacan bir tanesi hangi bazin eklendigini belirtir.

[llumina/Solexa Dizileme: Bu yontem niikleotit zinciri sonlandirmasi ve DNA sentezi
bakimindan Sanger Dideoksi yontemine benzemektedir. Sonlandiricilar dideoksi yerine
deoksi riboniikleotitlerdir ve tersine ¢evrilebilir sekilde eklenmektedir.

Solid Dizilemesi: Yapigma ile dizileme olarak da bilinmektedir. Hemen hemen her
asamasi 454 Pirodizileme ile benzerlik gostermektedir. Biiyiik baz uzunlugu yerine ¢ok daha

kisa baz uzunlugu kullanir.
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1.7.3. Yeni Nesil DNA Dizileme Yontemleri

Ucgiincii ve dordiincii nesil dizileme ydntemleri olarak karsimiza ¢ikan daha ucuz ve
daha hizli yontemlerdir. Tek islemede milyonlarca sayida dizileme yapabilmektedirler [70].
Uciincii nesil dizileme yontemleri yaklasim olarak mikroskobi ve nano-teknoloji olmak
tizere iki temel iizerine oturtulmustur. Bu yontemlerin en karakteristik 6zelligi DNA’nin tek
bir molekiiliiniin dizilenmesidir. Dordiincii nesil dizileme yontemlerini 6nceki yontemlerden
ayiran 6zellik ise optik algilamanin kullanilmamasidir. Bu yontemler 151k sonrasi dizileme
olarak da isimlendirilmektedir. DNA dizisine yeni bir deoksiriboniikleotit eklendigi zaman
protonlarin salinimi takip edilerek elektrot yardimiyla ph degerleri dlgtilmektedir [72].

Kitlesel Paralel Dizileme: Paralel DNA dizileme teknigi kullanildigi i¢in dizilimde
verim yliksektir [74]. Bu dizileme, DNA’nin pargalanmasi ve bu pargalara adaptor
dizilerinin eklenmesiyle baslar. Poloni Dizilemesi: Yontem, dizilemede genomun tekrar
kullanilmast metodunu benimsemistir. Yeni nesil dizileme yontemleri igerisinde biiyiik
boyutlu genomu dizilemek i¢in kullanilan ilk metotlardan biridir. Sanger yontemine gore
olduk¢a ucuzdur. DNA Nanotop Dizilemesi: DNA igerisinden alinan kiigiik pargalar
cogaltilarak DNA nanotoplart meydana getirilir. Donen ¢ember ikilesmesi kullanilarak
nanotoplar birbirlerine baglanmaktadir. Bir organizmanin tiim genom diziliminin elde
edilmesinde kullanilan yiiksek verimlilige sahip bir teknolojidir.

Iyon Yar lletken Dizilemesi: Isik kullanmayan dordiincii nesil yontemdir. DNA

sonuna eklenen protonlarin takibine ve dl¢iilen ph degerine baghdir.

1k gen tespit
74 nikleotitlik bir prograny (GRAIL)
RNA molckulontin Helicos
dizi analizi Roche 454 GS Genom er
Dizileme e
Maxam&Gilbert ve
Sanger&Coulson SOLID
yontemleri Insan gen haritast Seq 1
taslaginin System lon Torrent
tamamlanmas Sequencer ve
Pacific Biosciences
DNA dizi analizleri Illumina/Solexa
igin tam otomatik bir Teknigi
makine geligtinlmesi
1965 1977 1986 1990 2001 2005 2006 2007 2009 2011 2012

Sekil 1.23. DNA dizileme sistemlerinin tarihsel gelisimi [68]



2. YAPILAN CALISMALAR

2.1. Yontemler

Bu ¢aligmada, mutasyona sahip olan niikleotit baz dizilerinin tespiti ve gergeklesen
kiiglik 6l¢ekli mutasyon gesitlerinin belirlenebilmesi i¢in yeni bir yontem Onerilmistir.
Yontem uygulanirken kanser olusumundaki etkisi goz Oniine alinarak BRAF geni
secilmistir. Fasta formati seklinde okunan mutasyonlu BRAF geni dizileri, saglikli BRAF
geni ile karsilagtirilmistir. Karsilastirma yapilan gen dizileri belirli uzunluklardaki alt
dizilere ayrilarak hash fonksiyonlari kullanan Bloom Filter yapisinda saklanmistir. Bu
sayede karsilastirmanin tamamlanmast ve mutasyonlarin tespitinin hizlandirilmasi

amagclanmustir.

2.1.1. Verilerin Elde Edilmesi

Calismada kullanilan saglikli ve mutasyona ugramis DNA verileri, NCBI (National
Center for Biotechnology Information) biyoteknoloji bilgi merkezinin depoladigi BRAF gen

dizilerinden elde edilmistir. Gen dizileri fasta formatina donistiiriilerek saklanmastir.

2.1.1.1. NCBI

NCBI, ABD Ulusal Saglik Enstitiisiine bagli olarak genetik analizler iizerinde
calismak amaciyla kurulmustur. Giliniimiizde en Onemli gen bankalarindan biri olan
NCBI'nin misyonu, saglig1 ve hastalig1 kontrol eden temel molekiiler ve genetik siireclerin

anlasilmasina yardime olacak yeni bilgi teknolojileri gelistirmektir [75].

2.1.1.2. Fasta Formati

Fasta formati, baz ciftleri veya aminoasitlerin tek harfli kodlar kullanilarak temsil
edildigi uluslararas: standart haline gelmis metin tabanli bir formattir. Ilk satir her zaman

">" karakteri ile baslar ve bir dizi tanimlamalar igerir. Tanimlama satirinda dizilim ile ilgili
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bilgiler bulunmaktadir. Satirdaki bilgilerin dizilime herhangi bir etkisi yoktur. Bu satirda hig
bir agiklama olmasa bile ">" karakteri olmalidir. Sonraki satirda bazlardan olusan veriler
bulunur. Veri satir1 tek satir olabilecegi gibi ¢ok fazla satirdan da olusabilir. Uzun diziler
genelde okunma yontemine gore 60 veya 100 baz gibi belirli bir uzunluktan sonra alt satira
gececek sekilde yazilmaktadir. Niikleotitler bas harfleri ile temsil edilir (Adenin —> A).
Dizide belirsiz olan niikleotitler i¢in N harfi kullanilir [76, 77].

Tablo 2.1. Ornek fasta formati [78]

>refl14 arb-silva hs-arb_silva-LUS-SSUref114
GCGGTGGCCATAGGGCCCTGTTGGTGGGGCATGACCTCCCGTGATGGGGCCC
AGGGGGCTGGTGTTGGCCGTGACTCTGGACGCAAGTTGGGCCATTCCCGTGG
ATTACCCCAGTTGTGGCCGCCCATGGGGAGCCTGGTGGTTGCTGGTGTGCCC
TGTCTCGCTCCGCACCATCGTGTANNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN
NNNNNNN

2.1.2. K-MER Analizi

Calismada, K-mer dizileme yoOntemi mutasyona ugramis niikleotitlerin tespit
edilmesinde 6nemli rol oynamaktadir. Biyoinformatikte K-mer dizileri, biyolojik bir dizinin
sabit bir uzunluga sahip olan alt dizilere béliinerek analiz edilmesini saglar. Yeni nesil DNA
dizileme islemlerinde K-mer yonteminden siklikla faydalanilir [79].

Ornegin 10 karakter uzunluklu ‘CATAGTGCAC’ DNA dizisinin sabit uzunluklu alt
dizileri agsagidaki tabloda belirtilmistir.

Tablo 2.2. Alt diziler

k (uzunluk) |K-mer alt dizi elemanlari n (alt dizi sayisi)
3 CAT, ATA, TAG, AGT, GTC, TGC, GCA, CAC 8
4 CATA, ATAG, TAGT, AGTG, GTGC, TGCA, GCAC 7
5 CATAG, ATAGT, TAGTG, AGTGC, GTGCA, TGCAC 6
6 CATAGT, ATAGTC, TAGTGC, AGTGCA, GTGCAC 5
7 CATAGTG, ATAGTGC, TAGTGCA, AGTGCAC 4

Boyutu S olan bir DNA dizisinden k boyutlu n adet K-mer dizisi olusur. Genel olarak

K-mer dizileri i¢in asagidaki denklemi kurabiliriz.

n=S—-k+1 (2.1)
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Denklem 3.1’in parametreleri asagidadir.
e n: Alt dizi sayisi
e S: DNA dizisinin uzunlugu

e K: Her bir alt dizi (K-mer) uzunlugu

2.1.3. Mutasyonlu Gen Verisini Dizileme

Glinlimiizde yiiksek boyutlu DNA dizilerini okumak igin kullanilan cihazlar veriyi
parca parca ve bircok kez okuyarak elde ederler. Okuma sayisi, toplam veri boyutunun tek
seferde okunan veri boyutuna oraninin bir katsay1 ile garpilmasi sonucu belirlenir. Bu katsay1

derinlik olarak ifade edilir. Bu hesaplamay1 asagidaki denklem ile ifade edebiliriz.

n=TxD/S (2.2)

Denklem 3.2’in parametreleri asagidadir.

* n: Okunan dizi sayis1

« T: Toplam gen boyutu

 D: Derinlik

+ S: Tek okumadaki sabit dizi boyutu

Bu calismada mutasyonlu DNA verileri, her bir okumada 100 niikleotit (S=100)
okunacak sekilde ve 50 derinlikli okuma (D=50) yapilarak simiile edilmistir. Her bir okuma
sonucunda olusan dizilere sekans adi verilmistir. Okunan veriler fasta formatina uygun

sekilde kaydedilmistir.
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Mutasyonlu Gen Verisi

>
CTTCCCCCAATCCCCTCAGGCTCGGCTGCGCCCGGGGCCGCGGGCCGGTACCTGAGGTGGCCCAGGCGCC
CTCCGCCCGCGGCGCCGCCCGGGCCGCTCCTCCCCGCGCCCCCCGCGCCCCCCGCTCCTCCGCCTCCGLC
TCCGCCTCCGCCTCCCCCAGCTCTCCGCCTCCCTTCCCCCTCCCCGCCCGACAGCGGCCGCTCGGGCCCC
GGTTCTCGGTTATAAGATGGCGGCGCTGAGCGGTGGCGGTGGTGGCGGCGCGGAGCCGGGCCAGGCTCTG

Sekans Sekans

> 102764 start index: 68916 > 64780 start index: 178323

GATAGTCTTGCTCTGTTGCCCAAGCTGGAGTATAGTGGCGTGA JITGCCCGCCTCAGCCTGCCAAAGTGCTGGGATTACAGGCGTGA
CTCAGCTCACTGCACCCTCCATCTCCCAAGTTCAAGAGATTC ACCACTGCACCTGGCCTTTTTTCTTTTTTCAATTACCTGCAAAA
CCTGCCTCAGCCT AAGGGAATTCGGC

GATAGTCTTGCTCTGT ATAGTCTTGCTCTGTT TGCCCGCCTCAGCCTG GCCCGCCTCAGCCTGC

Sekil 2.1. Gen dizileme

Sekil 2.1 de alt dizilere ait fasta formatindaki agiklama satirinda, dizinin kag¢inci alt

dizi oldugu ve gen i¢inde hangi sirada oldugunun bilgisi tutulmaktadir.

2.1.4. Kullanilan Veri Yapisi

Calismada verilerimizi kiyaslama isleminde, aranan dizinin biiyiik veriler igerisinde

olup olmadigini hizli bir sekilde kontrol edebilmemizi saglayan Bloom Filter kullanilmustir.

2.1.4.1. Hash Fonksiyonlari

Farkl1 boyutlara sahip her bir veri setini, her biri birbiri ile ayn1 boyutlu olan ¢iktilara
doniistiiren algoritmik bir yontemdir. Ayni1 veri i¢in her zaman ayni sonucu benzersiz olarak
tiretmektedir. Biiyiik veri tablolar i¢erisindeki verileri daha hizli sorgulamak, karsilagtirma
yapmayi kolaylastirmak ve parola bilgisini gizlemek gibi islemler igin kullanilir. Hash
fonksiyonlar1 temel seviyede sifreleme araci olarak kullanilir [80]. Sekil 2.2 de hash

fonksiyonunun ¢aligsmasi gosterilmistir.
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Sekil 2.2. Hash fonksiyonu calisma sistemi

Belirli bir sayidan fazla verinin ayni fonksiyona tabi tutulmasi sonucu fonksiyon farkl
iki veri i¢in ayn1 sonucu iiretirse Cakigma (Collision) olur ve o fonksiyona artik giivenilemez
[81]. Calismada kullanilan hash fonksiyonu sayisi verilerin saklandigi filtrenin boyutuna

dogrudan etki etmektedir.

2.1.4.2. Bloom Filter

Bir 6ge veya dizinin bir veri kiimesi ig¢inde bulunup bulunmadigini hizli ve bellek
acisindan verimli bir sekilde bildirmek ic¢in tasarlanmis olasiliksal bir veri yapisidir.
Olasiliksal denmesinin sebebi, sorgulama yapildiginda filtreden elemanin filtrede bulundugu
cevabi gelse bile bunun kesin olmamasidir. Ancak eleman filtrede bulunmuyorsa bu
kesinlikle dogrudur.[82] Bloom Filter, baslangicta tiim verilerin O oldugu bir bit dizisidir.
Veriler, 0 ile filtrenin boyutu araliginda sonug¢ iireten bir veya daha fazla hash
fonksiyonundan gegirilerek filtrenin hash sonucuna karsilik gelen indeksi 1 olarak setlenir.
Bloom filter 6zellikle veri tabani sorgularindan 6nce kullanildiginda gereksiz disk erisiminin

Oniine gegebilmektedir.

¥ . — 3
N N 0 O 0 O O O O 3 N K

CGA TTA (FP durumu)

Sekil 2.3. Bloom Filter ¢alisma yapisi
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Ornek bir Bloom Filter sekil 2.3’de gosterilmistir. iki farkl1 gen dizisi CTA ve AGT
her biri farkli renkli oklar ile belirtilmis ti¢ adet hash fonksiyonundan gegirilerek filtre
igerisinde konumlandirilmistir. Yeni bir dizinin bu filtrede olup olmadigini sorgulamak i¢in
ayni hash fonksiyonlar1 kullanilarak dizinin filtredeki karsilik diistiigii indekslere bakilir.
Sekilde CGA dizisi sorgulandiginda fonksiyon sonuglarina karsilik setlenmemis (0)
indeksler oldugu i¢in bu dizinin kesinlikle bu filtrede olmadig1 sdylenebilmektedir. TTA
dizisinin fonksiyon ¢iktilar1 ise dizi filtrede olmamasina ragmen farkli genetik dizilerin hash
fonksiyonlarmin setledigi [80] indekslere karsilik geldigi igin filtre bu diziyi igerisinde
bulundurdugunu belirtir. Bu duruma FP (false positive) denir. Bloom filter dizisindeki 6ge
sayist arttikca, FP olasiligi artar. Diizglin yapilandirma ile FP orani %l'in altinda

tutulabilmektedir.[83]

2.1.5. Mutasyon Algoritmalari

2.1.5.1. Mutasyon Tespit Algoritmasi

Calismanin ilk asamasinda saglikli gen verileri sabit bir K-mer uzunlugu ve sabit bir
hash fonksiyonu sayist belirlenerek Bloom Filter’a eklenmistir. K-mer uzunlugu ve hash
fonksiyonu sayisinin sabit tutulmasinin nedeni mutasyonlu verileri filtreye eklerken de ayni
degerlerin kullanilacak olmasidir. Sabit boyutlu her bir okuma dizisin alt dizileri bir dongiiye
sokularak saglam verilerin oldugu filtre icerisinde aranir. Filtrede sorgulama yapildiginda
filtre bu alt diziyi bulundurma ihtimali oldugunu (FP) veya kesin olarak bulundurmadigini
cevaplar. Kesin olarak bulundurmuyor ise alt dizinin mutasyon barindirdigi bilgisine
ulasiriz.

Mutasyonlu genden okunan alt dizilerin (K-mer) tek basina kontrol edilmesi dogru
sonug i¢in yeterli degildir. Alt dizideki mutasyon saglikli gen icerisindeki dogru bir alt
diziyle ortiisebilir. Bu durumun kontroliinii yapmak igin mutasyonlu genden okunan alt

diziyi bulunduran dizinin tamami sorgudan gegirilerek dogrulanir.
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Sekil 2.4. Mutasyon tespit algoritmasinin ¢aligma yapisi

2.1.5.2. Mutasyon Tiirii Belirleme Algoritmasi

Mutasyon tespit edilen K-mer alt dizisinde hangi mutasyon ¢esidinin gergeklesmis
oldugunu anlamak i¢in ¢alisma yapilmistir. Kiigiik bazli mutasyon gergeklesen alt diziye,
geriye doniik olarak her veri icin yer degistirme, baz silme ve baz ekleme islemleri
uygulanarak yeni bir alt dizi olusturulmustur. Bu yeni K-mer, daha biiyiikk boyutlu olan
okuma dizisi i¢erisindeki mutasyonlu K-mer ile degistirilmis ve olusan yeni dizinin saglikli
gen filtresi icerisinde bulunup bulunmadigi kontrol edilmistir. Calisma icerisinde tespit

edilebilen mutasyonlarin olusumu Sekil 3.12 de gosterilmistir.
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Sekil 2.5. Mutasyon tiirlerinin olusumu

Mutasyonlu
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Silme Mutasyonu
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v
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v
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w

Mutasyon Cegidi Belirlenemed:

-Hayir

Sekil 2.6. Mutasyon ¢esidini belirleme

Mutasyon Cesidi Belirlendi

A




3. BULGULAR

Onerilen algoritmalar saglikli ve mutasyonlu iki farkli BRAF geni kullanilarak test

edilmistir. Farkli dizi boyutlar1 ve hash fonksiyonu sayisina gore islenen veriler Tablo 3.1

de karsilastirilmistir.

Tablo 3.1. Filtre analizi

Alt Dizi (K-mer) Boyutu | Hash Fonksiyonu Sayis1 | Bloom Filtresi Boyutu | Calisma Siiresi (sn.)
16 4 13157376 31.319
16 5 16446720 42.148
16 6 19736064 45.356
20 4 16446400 31.273
20 5 20558000 39.044
20 6 24669600 45.007
24 4 19735296 29.792
24 5 24669120 38.971
24 6 29602944 43.469

Kullanilacak hash fonksiyonlarinin sayis1 arttikga c¢alisma siiresinin uzadigi

goriilmistiir. Bu olumsuzluga ragmen hash fonksiyonu sayisinin yiiksek tutulmasi fonksiyon

igerisinde olusan ¢akigsma (collision) hatasinin filtreye etkisini azaltarak ve FP oraninin

diisiik seviyede tutulmasini saglamistir. 16 boyutundaki alt dizi kullanildiginda hash

fonksiyonunun c¢alisma siiresine etkisi Sekil 3.1’de FP oranina etkisi de Sekil 3.2’de

gosterilmistir.

50
45
40
35
30

42,148

31,319

4 5
Hash Fonksiyonu Sayz1si

Calisma Zamani

45,356

Sekil 3.1. Hash fonksiyonu — ¢alisma zamani grafigi
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Sekil 3.2. Hash fonksiyonu — FP orani grafigi

Sekil 3.2°de gosterildigi gibi kullanilacak Bloom Filter’in en az diizeyde FP oranina
sahip olmasi i¢in hash fonksiyonu sayisi 6 olarak segilmistir. FP orani, filtre biyiikligi,
filtredeki eleman sayis1 ve hash fonksiyonu sayilarina bagl olarak asagidaki denklem ile

belirlenmistir.

p =(1— e kn/m)k  [84] (3.1)

Denklem 3.3’te kullanilan parametreler asagidadir:

* p: FP oram

 k: Hash fonksiyonu sayis1

* n: Veri boyutu

« m: Bloom Filter boyutu

Calismada kullanilan alt dizi uzunlugu ve hash fonksiyonu sayisina gore hesaplanan

FP olasiliklar1 Tablo 3.2 de belirtilmistir.

Tablo 3.2. FP olasiliklar

Alt Dizi (K-mer) Boyutu Hash Fonksiyonu Sayis1 FP Oram
16 4 1,3474 x 10
16 5 8,163 x 107
16 6 4,946 x 10°®
20 4 5,657 x 10°®
20 5 2,759 x 107
20 6 1,345 x 108
24 4 2,773 x 10°®
24 5 1,132 x 107
24 6 4,619 x 10°




4. TARTISMA

Calismada oOnerilen algoritmada, alt dizi uzunlugu ve hash fonksiyonu sayisinin

yiiksek tutulmasi mutasyon tespiti adina daha kesin sonuglar vermistir. Bu veriler FP

olasiligin1 azaltmis ancak tespit siiresini uzatmistir. Bu durumlar géz oniine alinarak c¢aligan

algoritmada alt dizi uzunlugu igin 16 ve hash fonksiyonu sayisi i¢in 6 ideal degerler olarak

belirlenmistir. Farkli veri setleri kullanilmasi durumunda dizi boyutuna bagli olarak alt dizi

boyutu ve hash fonksiyonu sayisi degistirilerek ¢alisma amacma uygun farkli hiz ve

performans sonuglar1 alinabilmektedir. Algoritmaya ait karakteristik degerler ile olusan

calisma hiz1 ve FP iliskileri Tablo 4.1 ve Tablo 4.2 de gosterilmistir.

Tablo 4.1. Alt dizi karakteristigine bagli FP — zaman iligkisi

Karakteristik Karakteristik FP Oram Calisma Zamani (sn)
H6 Al6 4,946 x 108 45.356
H6 A20 1,345 x 108 45.007
H6 A24 4,619 x 107 43.469

Tablo 4.2. Hash fonksiyonu karakteristigine bagli FP — zaman iliskisi

Karakteristik Karakteristik FP Oram Cahsma Zamani (sn)
Al6 H4 1,3474 x 10°° 31.319
Al6 H5 8,163 x 10”7 42.148
Al6 H6 4,946 x 10 45.356

Calismadaki algoritmalar, 6zellikleri asagida olan bilgisayarda ¢alistirilmustir.

+ Islemci: Intel® Core™ i7-6700HQ 2.60 GHz Islemci

+ Isletim Sistemi: Windows 10 Home Single Language 64-bit
+ Ram: 24 GB DDR4

 Disk Kapasitesi: 256 GB SSD

» Ekran Karti: NVIDIA GeForce GTX 950M

Algoritmanin ¢alistirilacag: sistem 6zelliklerine gore hiz ve performans tercihine bagl

olarak Tablo 3.1, Tablo 4.1 ve Tablo 4.2 kontrol edilerek uygun karakteristikler secilmelidir.




5. SONUCLAR

* Bu calismada, mutasyona sahip olan niikleotit baz dizilerinin tespiti ve ger¢eklesen
mutasyon ¢esitlerinin belirlenebilmesi i¢in yeni bir yontem &nerilmistir. Onerilerin
algoritmalarin veri seti lizerinde mutasyon olup olmadigini tespit edebilmesi ve
mutasyon varsa hangi mutasyonun gergeklestigini belirleyebilmesi i¢in yazilimsal
deneyler gerceklestirilmistir. Deney sonucunda elde edilen veriler analiz edilerek
en hizli sekilde sonuca ulagabilmek amaglanmistir. Calismada, saglikli gen verisi
olarak Amerikan Gen Bankast NCBI iizerinden paylasilan BRAF geni
kullanilmistir. Saglikli gen bilgisi hash fonksiyonlari kullanan Bloom Filter veri
yapisinda saklanmistir. Birden fazla hash fonksiyonu kullanimi ile algoritmanin
glivenilirligi artirilmistir. Hasta bireylere ait DNA dizileri, yeni nesil dizileme
yontemlerine uygun olacak sekilde fasta formati halinde okunmustur. Calisma
evrensel fasta formati seklinde hazirlanmis tiim verileri isleyebilmektedir.
Okunarak dizi haline getirilmis olan veriler filtrede bulunan saglikli veriler ile
karsilagtirilarak verideki kiigiik Olgekli mutasyonlar basarili bir sekilde tespit
edilmistir.

+ Kullanilan Bloom filtresi ile gen verisinin saglikli olup olmadigi ¢ok hizli bir
sekilde sorgulanmistir. BRAF mutasyonundaki genetik degisiklikler bir hastaligin
erken veya baslangi¢ sathalarini1 gosterebilmektedir. Bazi kanser ¢esitlerinde erken
tan1 orani diisiik oldugundan tan1 konuldugunda tedavi i¢in ge¢ kalinmaktadir.
Mutasyonun erken evrede hizli bir sekilde tespit edilmesi ile bu sorunun 6niine
gecilmesi amacglanmaktadir.

+ Onerilen ¢alisma ve algoritmalarm, giiniimiiziin en biiyiik sorunlarindan olan
kanser ve benzeri genetik hastaliklara sebebiyet veren gen mutasyonlarinin tespitine
ve bu alandaki biyoinformatik c¢alismalara temel diizeyde katki vermesi

hedeflenmektedir.



6. ONERILER

Onerilen calismada mutasyon tespit algoritmasinin basarili sonuglar verdigi
gozlenmistir. Sonraki asamalarda algoritmanin hiz performansinin arttirilmasi ve biiyiik
6l¢ekli mutasyonlarin da tespit edilmesi amaglanmaktadir. Calismanin gelistirilmesi adina
planlanan ¢aligmalar maddeler halinde listelenmistir.

* Mutasyon tespit algoritmasinin, GPU (grafik islem birimi) {izerinde ¢alisan CUDA
ve benzeri kodlama dilleri kullanilarak kodlanmas: ile daha hizli, daha basarili
sonuglar alinmasi1 hedeflenmektedir.

» Gen verisi lizerinde ¢ok fazla baz kaybi veya baz eklenmesi olan biiyiik 6lgekli
mutasyonlar tespit edilebilmektedir. Mevcut analizler ile bu mutasyon ¢esitlerine
ait  kesin verilerin elde edilebilmesi igin algoritmanin  gelistirilmesi
planlanmaktadir.

+ Kullanilan Bloom Filter optimal diizeyde boyutlandirilarak algoritmanin ¢aligma
performansinin daha da arttirilmasi amaglanmaktadir.

Calismada 6nerilen ¢6ziim yontemlerinin temel seviyedeki biyoinformatik ¢alismalara
katk1 saglamasi ve gelecegimiz ig¢in ¢ok dnemli olan bu alanda yeni algoritmik fikirler igin
bir baslangi¢ olmasi amaglanmaktadir.

Gen dizilerindeki mutasyonlarin tespit edilebilmesi adma yapilan c¢alismada
gelistirilen giincel gen dizileme algoritmalari incelendiginde GPU kullanimimin
yayginlastigi goriilmektedir. GPU tabanl bir algoritma olan MumberGPU yiiksek hacimli
gen dizilerini az maliyetli ve yiiksek hizda dizileyebilmek igin tasarlanmistir. Dizi
hizalamasi i¢in son ek agaci (suffix arrays) veri yapisini kullanmaktadir. GPU iizerinde
calisgan CUDA programlama dili ile kodlanmig olan program, aym algoritma ile CPU
(merkezi islem birimi) tizerinde ¢alisan C dili kullanilarak gelistirilmis programa gore 10 kat
daha hiz1 ¢alismakta ve 3.5 kat daha fazla performans gostermektedir [85]. GPU’nun hizl

calismasini saglayan mimarisi Sekil 6.1°de gosterilmistir.
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Sekil 6.1. GPU mimarisi [85]

Sekilde GPU'nun, her biri ayni komutu ayn1 anda ytiriiten birden ¢ok (M) akis islemcisi
iceren birka¢ (N) ¢ok islemcide nasil organize edildigi gosterilmistir. Her islemci doku
onbellegine ¢ok hizli erisebilmektedir ancak yerlesik RAM'e okuma ve yazma islemleri
yiiksek gecikme siiresine sahiptir.

Mutasyon tespiti i¢in incelenen bir diger yontem de MutScan algoritmasidir. MutScan,
FASTQ dosya formati bigiminde saklanan verilerdeki hedef mutasyonlari tespit etmeyi ve
HTML tabanli okuma yigin gorsellestirmeleri olusturarak mutasyonlar1 dogrulamay1
amagclayan, hizli ¢alisan bir aragtir. Mutasyon tespit islemi igin Ozellestirilmis hash
fonksiyonlari ve filtreler kullanmaktadir [86].

Buna benzer mutasyon tespit uygulamalar1 ve ¢alismada onerilen algoritmanin GPU
tabanli bir program haline getirilmesiyle gilincel dizileme metotlar1 ile uygun olarak
calisabilecegi ve mutasyon tespit hizi ile performans seviyesinin daha iist bir noktaya

ulasabilecegi diisiiniilmektedir.
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