Biyoinformatik -+ Uygulama notlar:

Toplu Transkriptomik

Ham SRA Okumalarindan Diferansiyel Gen Ifadesi,
Zenginlesme, Aglar ve Sekillere

Bu not, yeniden tiretilebilirligi gozeten, referansa dayali bir toplu RNA dizileme (bulk RNA-seq) ig akigini
agiklar. Veri alimi, kalite kontrolii, secilen kirpma araci, istege bagh rRNA uzaklagtirma ve kontaminas-
yon taramasi, hizalama ve gen diizeyinde nicelendirme ele alinir. Alternatif hizalayici ve sayim araglar
ile hizalamasiz bir yol da sunulur. Diferansiyel gen ifadesi i¢cin DESeq2, edgeR ve limma-voom karsgilagtir-
malar ile egdegerlik testi agiklanir. Model ve model olmayan organizmalarda iglevsel zenginlesme (GO,
KEGG, GSEA, g:Profiler ve 6zel gen kiimeleri), protein iligki aglar1 ve yaygin sonug sekilleri kapsanir.
Sayim matrisi, diferansiyel ifade tablosu veya GEO mikrodizi serisiyle ii¢ alternatif baglangi¢, ayni sonraki
analizlere baglanir. Her asama kararlari, girdileri, ¢iktilar: ve sik hata kaynaklarini agiklar. Yardimei kod
okunabilir betikler ve ortam tanimlar saglar; dogrulama durumu ile ¢calistirma sinirlar1 agikca belirtilir.

Kod ve yazilim ortamlari:
github.com/tunabirgun/bioinformatics-notes
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github.com/tunabirgun
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Toplu Transkriptomik Genel bakig ve kapsam

1 Genel bakis ve kapsam

Bulk RNA-seq, her biyolojik 6rnekte hiicrelerden bir araya getirilen RNA'y1 6lcer. Ornegin bagimsiz
tedavi ve kontrol hayvanlarini kargilagtirmak, gruplar arasinda goreli gen bollugunun degisip degigmedigini
sorgular; doku diizeyindeki fark hiicre bilegiminden, hiicre ici ifadeden veya her ikisinden kaynaklanabilir.
Okumalar: toplamadan ve yazilim se¢gmeden 6nce bagimsiz biyolojik birimleri tanimlayin.

Bu ¢aligma notu, temel bir ig akigim ve acikga ayrilmig alternatiflerini izler. Kabuk agamalar: (Bolim 5-6),
ham dizileme verilerini bir sayim matrisi haline getirir; R agamalar1 (Boliim 8-11) bu matristen diferan-
siyel gen ifadesi sonug tablolar1, zenginlesen yolaklar ve sekiller iiretir. Istege bagh agamalar
isareti tagir. Bir kirpma araci, bir hizalama/nicelendirme yolu, bir sayim araci ve birincil diferansiyel gen
ifadesi (DE) yontemi se¢in; numarali betiklerin tiimiini sirayla galigtirmaym.

Uygulama notu

Calisma Ornegi. Not boyunca ¢ift uclu Illumina okumalari, iki gruplu bir tasarim (treated
ve control) ve organizma i¢in bir referans genom (FASTA) ile anotasyon (GTF) bulundugu
varsayilir. Komutlar Linux tizerinde bash kabuguna gore yazilmigtir. <angle brackets> icindeki yer
tutucular: kendi degerlerinizle degistirin.

s akiginin kapsami. Bu, referansa dayal, gen dizeyinde bir is akigidir: Okumalar genoma hizalanir
ve gen bagina Ozetlenir. Uygun bir referans bulundugunda ve amag gen diizeyinde diferansiyel ifade
oldugunda kullanilan temel yoldur.

Kapsam diginda kalanlar. Is akisi transkript/izoform diizeyinde nicelendirme veya de novo birlestirme
yapmaz. Transkript dizeyinde kestirim ya da genom hizalamas1 olmadan bir yol gerekiyorsa Salmon veya
kallisto kullanin ve sonuglar1 tximport ile alin [22]; asagidaki DESeq2, zenginlegsme ve sekil boliimleri,
Boliim 7’de agiklanan girdiye 0zgili uyarlamalarla gen diizeyindeki ¢iktiya uygulanir. Referans genomu
bulunmayan bir organizmada transkriptleri de novo birlegtirin (Boliim 12.1).

Yontemler arasindaki yeri. Asamalarin sirasi, yaygin RNA-seq iyi uygulama derlemeleri ve topluluk
ig akiglarinin genel yaklagimini izler [24, 25, 26, 27]: Deney tasarimi ve kiitiiphane se¢imi, kalite kontrolii,
okuma kirpma, hizalama veya hizalamasiz nicelendirme, gen diizeyinde sayim, normallegtirme ve diferan-
siyel ifade, ardindan iglevsel yorumlama. Araglar yaygin kullamlan segeneklerdir; kararin énemli oldugu
yerlerde alternatifler ayrica belirtilir (Boliim 6.20 ve 9.7).

Baslangi¢ noktalari. Varsayilan yol ham okumalardan baglar; hazir bir sayim matrisi, 6nceden hesap-
lanmig bir diferansiyel ifade tablosu veya GEO mikrodizi serisiyle hizalamadan sonraki asamalara da
girilebilir (Bélim 7).

Uygulama notu

Once tasarim. Istatistiksel ¢ikarimim gecerliligi tasarima baghdir. Teknik tekrar yerine biyolojik
tekrar kullanin; tekrar sayisini beklenen degigkenlik ve etki biiyiikliigii {izerinden planlayin. Grup
bagina {i¢ 6rnek burada ogretici bir alt sinirdir, istatistiksel gii¢ garantisi degildir. Belirli bir nokta-
dan sonra diferansiyel ifade giiciinii artiran temel unsur dizileme derinliginden ¢ok biyolojik tekrardir.
Gerekli okuma derinligi organizmaya, kiitiiphane karmagikhigina, ifade diizeyine ve soruya baghdir;
evrensel bir hedef yerine calismaya 6zgi gii¢ ve doygunluk kanitimi kullanin. Kiitiiphaneyi biyolojiyle
eslegtirin: Poly-A secimi olgun mRNA’y1 zenginlestirir; rRNA uzaklagtirma uygulanan total-RNA kii-
tiiphaneleri IncRNA, pre-mRNA ve histon mRNA’larin1 da korur ve bozulmug ya da FFPE girdilere
daha elverigli olabilir. [24, 27]

1.1 Arag segciminden once verilmesi gereken kararlar

Gen diizeyindeki sayim modeli, hiicre bilesimindeki degigimleri hiicre ici ifade degigsimlerinden ayiramaz.
Yazilimi segmeden 6nce biyolojik birimi, hedef popiilasyonu ve karsilastirmay1 tanimlayin. Ornekleri ekst-
raksiyon, kiitiiphane hazirlama ve dizileme partilerine rastgele dagitin; bilinen degiskenlik kaynaklar1 igin
bloklama uygulayin ve atama kaydini saklayin. Dizileme hatlar1 ve ayn1 donérden alinan tekrarl 6lgtimler



Toplu Transkriptomik Bu ¢aligma notunun kullanimi

bagimsiz biyolojik tekrar olusturmaz. Eglestirilmig dondrlerde eglestirmeyi modele ekleyin; eglestirilmemis
test uygulamaym. Bu ilkeler, giincel deney tasarimi perspektif yazisinda da vurgulanir [77].

2016 tarihli iyi uygulamalar derlemesi ve 2019 tarihli RNA-seq derlemesi temel kaynak olmay: stirdiirtir
[24, 25]. 2026 tarihli deney planlama derlemesi, RNA simiflari, 6rnek kalitesi ve platform segimini giincel
baglamda ele alir [76]; tek bir hizalayicinin veya DE yonteminin her durumda tistiin oldugunu gosteren bir
kargilagtirma degildir. Kitiiphane hazirlama yontemini hedef RNA sinifina ve materyalin kalitesine gore
sec¢in; okuma diizenini, iplik yonliliigiinii, referans derlemeyi ve anotasyon stiriimiinii kaydedin. Total RNA
ve poli(A) se¢ilimli kiitiiphaneler farkli RNA topluluklarin 6rnekler. Yalmzca kiitiiphane biiyiikligiiniin
normallestirilmesi bu farklar1 gidermez.

Hedeflenen niceligi segin. Gen diizeyinde diferansiyel ifade, tanimlanmig bir kargilagtirmada gen bol-
lugunun degisip degismedigini sorgular. Diferansiyel transkript kullanimi, kesilip birlegtirme olaylar1 ve
transkript kesfi farkli yanmit degiskenleri, anotasyonlar ve yontemler gerektirir. Gen diizeyindeki is akiginin
bagarili olmas1 bu analizleri dogrulamaz. Diizeltilmis p degeri de etki biiyiikliigii veya belirli bir genin
yanlis bulgu olma olasiligr degildir. Test edilen sifir hipotezini, etki yoniinii ve ¢oklu test ailesini sonugla
birlikte belirtin.

DE bélimiinde sifir etkiye karsgi olagan test, gbzlenen etkiye gore kegif amach slizme ve egik hipotezi
birbirinden ayrilir (Boliim 8.3); yontemlere 6zgii girdi sozlesmeleri ise alternatiflerin yaninda agiklanir
(Bolim 8.8).

2 Bu calisma notunun kullanimai

Kodlar iki tiir kutuda gosterilir: SHELL komut satiri, R ise R kodu i¢indir. R kodu, nesnelerin in-
celenip yeniden caligtirilmasini kolaylagtiran ardigik adimlardan olugur. Agiklik i¢in gévdede tek Srne-
ge ait komutlar verilir; Boliim 12.3, bunlar1 déngiliye almayi ve is parcacigl, referans ile yol degerle-
rini parametrelegtirmeyi gosterir. Asamalara ayrilmig okunabilir yardimer betikler ve ortam tanimlar
github.com/tunabirgun/bioinformatics-notes deposundadir.

Dikkat edilmesi gerekenler

Dogrulama durumu. Goézden gegirilen betiklerin s6zdizimi denetlendi; girdi soézlesmeleri kiigiik
sentetik orneklerle sinandi. Sabit tohumlu sentetik sayim matrisi yolu, DESeq2/apeglm ve tanim-
lanabilir teknik parti es degiskeniyle caligtirildi; yapilandirilmis tasarim, 6zgiin ¢ikarim stitunlari,
eksiklik ve sekil girdisi tiyeligi denetimlerini gecti. Bu sinirh bir yiiriitme kontroliidiir; biyolojik dog-
rulama degildir. Bu baski i¢in analiz yazilim yigininin tamamai, gergek veriyle yeniden tiretim ve gekil
iretimi ¢aligtirilmadi. Siiriim kisitlar: saglanir; ¢éziilmiis bir conda kilidi veya simnanmig bir renv.lock
dosyasi pakete dahil degildir. Istege bagl komsu is akislarini, belirtilen 6n kosullar: karsilanana kadar
aciklayici 6rnek olarak degerlendirin.

Uygulama notu

Komut satirina yeni bagliyorsaniz. SHELL kutusundaki kod terminale yazilir: macOS Termi-
nal, Windows {izerinde Ubuntu/WSL2 kabugu (Béliim 5.1) veya bir Linux terminali. R kutusu R
yva da RStudio icinde galigtirilir. Terminalde bir istem goriiniir; bu ¢ogunlukla $ veya (rnaseq) $
bigimindedir. Bir komutu yapistirip Enter’a basin ve sonraki komuta ge¢gmeden bitmesini bekleyin.
Satir sonundaki \, tek komutun birka¢ satirda slirdiigiinii gosterir; blogu birlikte yapistirin. # ile
baglayan satirlar agiklamadir, caligtirilmaz. <angle brackets> yer tutucularini degistirin; araglarin
PATH {izerinde bulunmasi igin 6nce conda activate rnaseq komutunu cahgtirin.
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Yazilimlar ve paketler

3 Is akisina genel bakig

I
hizalamasiz: “
Salmon + |

tximport !

1. Okumalar: bulun ve indirin
EDirect/ENA — SRA Toolkit
(prefetch, fasterg-dump)

!

2. Kalite kontrolii
FastQC — MultiQC ( + FastQ
Screen; her agamadan sonra yineleyin)

!

3. Adaptor ve kalite kirpma
fastp (veya Trim Galore / Trimmomatic)

4. rRNA uzaklagtirma (istege bagl)
SortMeRNA veya RiboDetector

-

5. Genom indeksini olusturun
STAR (veya HISAT2)

!

6. Hizalama
STAR veya HISAT2 — si1-
rali BAM (+ SAMtools)

!

7. Nicelendirme
featureCounts, STAR sayimlari,
veya htseq-count — sayim matrisi

!

8. Diferansiyel gen ifadesi
DESeq2 (veya edgeR / limma-
voom) — sonuglar + VST

!

9. Zenginlesme, aglar ve sekiller
clusterProfiler, STRING - volkan
grafikleri, PCA, 1s1 haritalari, ...

4 Yazilimlar ve paketler

' Artik rRNA ve
| amag gerektir-
| miyorsa atlaym

Komut satir1 araglar1 conda (Miniconda) aracihigiyla Bioconda ve conda-forge kanallarindan kurulur
[23]; R paketleri CRAN ve Bioconductor kaynakhdir. Agagidaki stiriimler notun hazirlanmasinda esas
alinan siirtimlerdir; ortamda gergekten kurulan siirtimleri kaydedin (Boliim 12.5). Tablo, hedeflenen arag
kiimesini gosterir; birden fazla platformda dogrulanmig bir ortam ¢oéztimii degildir. Tam kiinyeler Kay-

naklar bolimindedir.
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Yazilimlar ve paketler

Komut satir1 araglari

Arag Siirtim  Amag

SRA Toolkit (prefetch, — NCBI SRA ham dizileme kayitlarim indirir ve FASTQ bigi-

fasterq-dump) mine doniigtiriir. [1]

Entrez Direct (esearch, efetch) — Kabuktan NCBI SRA/GEO sorgular; erigim numaras ve iist
veri kayitlarin goziimler. [28]

FastQC 0.12.1 Ornek bagma okuma kalitesi olciitleri saglar: Baz kalitesi,
adaptor igerigi ve duplikasyon. [2]

MultiQC 1.30 Cesitli arag ve orneklerin kalite kontrolii (QC) giinliiklerini
bir HTML raporunda toplar. [3]

fastp 1.0.1 Adaptor kirpma, kaliteye gore filtreleme ve okuma kalite
kontroliinii tek gegigte yapar. [4]

Trim Galore — Cutadapt sarmalayicisidir; otomatik adaptor saptama ile
adaptor ve kalite kirpma uygular. [56]

Trimmomatic 0.39 Belirtilen adaptor FASTA dosyasima gore adaptor keser; ka-
yan pencere kalite kirpmasi yapar. [57]

FastQ Screen — Okuma alt kiimesini bir genom paneline karg: tarayarak kon-
taminasyon ve tiir karigimim aragtirir. [58]

SortMeRNA 4.34 Kiiratorlii rRNA veri tabanlaria gore ribozomal RNA oku-
malari filtreler. [5]

RiboDetector — CPU iizerinde ¢alisan sinir ag1 siniflandiricisiyla referanssiz
rRNA uzaklagtirir. [59]

BBMap (repair.sh) 38.96 rRNA filtrelemesinden sonra ¢ift uglu okumalar: yeniden eg-

istege bagh legtirir. [6]

STAR 2.7.11b  Intron ¢karilmasmi gozeten hizalayici; RNA-seq okumalari-
n1 referans genoma egler. [7]

Salmon — Genom hizalamasi olmadan transkript nicelendirmesi yapar;
hizli ve diisiik bellek gereksinimlidir. [40]

SAMtools 1.22.1 SAM/BAM hizalama dosyalarin siralar, indeksler ve dzetler.
8]

RSeQC (infer_experiment) — RNA-seq kalite kontrolii: Iplik yonliiliigii, okuma dagilimi ve

gen govdesi kapsami. [34]

UCSC (gtfToGenePred, — GTF dosyasim1i RSeQC i¢in gereken 12 siitunlu BED gen

genePredToBed) | istege bagh modeline doniigtiiriir. [68]

Cytoscape | istege bagh — Diga aktarilan protein etkilesim agini GraphML bigiminde
goriintiileyen masaiistii uygulamasidir; cytoscape.org kayna-
gimdan edinilir. [67]

Subread (featureCounts) 2.1.1 Hizalanmis okumalar: genlere atar ve sayim matrisi olugtu-

Miniconda +
Bioconda/conda-forge

rur. [9]
Araglarin kurulmasinda kullanilan paket yoneticisi ve kanal-
lardir. [23]
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Ortam kurulumu

R / Bioconductor paketleri

Paket Amag

DESeq2 Ham sayimlardan negatif binom genellegtirilmis dogrusal model (GLM) ile diferan-
siyel gen ifadesi analizi yapar. [10]

apeglm Log, kat degisimi kestirimlerine shrinkage (sifira dogru biiziilme) uygular;
1fcShrink kullanir. [11]

edgeR Yar1 olabilirlik testli negatif binom GLM modelleri saglar; alternatif DE y6ntemidir.
42]

limma Dogrusal modeller kurar ve ampirik Bayes yaklagimiyla diizenlenmis t istatistikleri
tiretir; RNA-seq i¢in limma-voom ve mikrodizi yolunu yiritir. [60]

clusterProfiler GO, KEGG ve 6zel gen kiimeleri i¢in agir1 temsil ve GSEA zenginlesme analizleri
saglar. [12]

enrichplot Zenginlegme sonuglarini gorsellegtirir: dotplot, cnetplot, emapplot ve ridgeplot. [13]

fgsea Onceden siralanmus liste iizerinde hizh gen kiimesi zenginlesme analizi (GSEA) yapar.
45]

msigdbr MSigDB Hallmark, kiiratorlii ve ontoloji gen kiimelerini diizenli bir tablo olarak
verir. [44]

gprofiler2 g:Profiler hizmeti tizerinden OrgDb gerektirmeyen GO/KEGG/Reactome zenginleg-
mesi saglar. [63]

GSVA Bir ifade matrisi izerinden 6rnek bagina gen kiimesi etkinlik skoru iiretir. [48]

STRINGdDb STRING sorgular ve genleri protein-protein iligkilerine egler. [64]

igraph Graf olugturma, topluluk saptama ve merkezilik olgiitleri saglar. [65]

ggraph Ag ¢izimi igin grafik dil bilgisi tabanli yerlesimler saglar. [66]

org.Hs.eg.db
biomaRt

GEOquery

tximport
ggplot2
ggrepel

ggtext
EnhancedVolcano
pheatmap

ComplexHeatmap

uwot

AnnotationDbi araciligiyla genom g¢apinda anotasyon ve gen kimligi egleme saglar.
[14]

Cevrim i¢i Ensembl anotasyonu ve kimlik egleme saglar: Biyotip, koordinatlar ve
uzunluklar. [33]

GEO serilerinin ifade matrislerini ve 6rnek iist verilerini R ortamina indirir. [30]
Affymetrix CEL dosyalarini okur ve RMA normallegtirmesi uygular. [61]
Salmon/kallisto transkript kestirimlerini DESeq?2 i¢in gen diizeyine aktarir. [22]
Ozel sekillerin temelini olugturan grafik dil bilgisi sistemidir. [15]

Sagihm grafiklerindeki metin etiketlerinin, érnegin gen adlarinin, ¢akigmasini azaltir.
16]

Grafik metninde Markdown/HTML bi¢imlendirmesini, italikleri ve alt simgeleri igler.
17]

Tek c¢agriyla bigimlendirilmig volkan grafigi tiretir. [18]

Satir 6lgekleme, anotasyon ve kiimeleme igeren 1s1 haritasi tiretir. [19]

Birden fazla anotasyon geridiyle ayrintili bigimde 6zellegtirilebilen 1s1 haritalar: saglar.
20]

Ornek yapisi icin dogrusal olmayan boyut indirgeme yontemi UMAP saglar. [21]

5 Ortam kurulumu

5.1 Igletim sistemi: Linux, WSL2 veya macOS

Komut satir1 agamalar1 Unix kabugu varsayar; yalnizca Linux i¢in ayrilmig bir bilgisayar gerektirmez.
Asgagidaki hedef platformlarda ortamin ayri ayr ¢oziilmesi gerekir; tek bir paketin bulunmasi, tiim yazilim
yigiminin kurulabildigini gostermez.

e Linux (yerel kurulum veya laboratuvar sunucusu/HPC): Referans ortamdir. Gerekli paket siirtimleri-
nin makine mimarisinde bulundugunu denetleyin.

e WSL2 iizerinden Windows: Bir dagitim kurun (wsl --install -d Ubuntu); projeyi /mnt/c/ al-
tinda degil, Linux ev dizininde (~/) tutun. /mnt/c iizerinden dosya sistemleri arasi girig/cikig daha
yavagtir. Bioconda araglar1 boylece yerel Linux ortamindaki gibi ¢aligir. WSL2 varsayilan olarak ana
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makine RAM’inin 50%’sini ayirir; memeli STAR indeksi daha fazla bellek gerektiriyorsa .wslconfig
icindeki memory = ayarini yiikseltin.

o macOS (Intel veya Apple Silicon): R/Bioconductor ve komut satir1 paketlerinin tam mimari ve siiriim
icin bulunabilirligini denetleyin. Gerekli bir ara¢ yalnizca x86-64 icin varsa ayri, uyumlu bir ortam
veya desteklenen Linux makinesi kullanin; mimarileri ayni ortamda karigtirmayin.

Komut satirai

# Apple Silicon: most tools install natively (see the main env in the next subsection).

# For a tool with no arm64 build (e.g. SortMeRNA), make a small emulated x86-64 env for it:
CONDA_SUBDIR=0sx-64 conda create —n rrna_x86 -y sortmerna

conda activate rrna_x86

conda config ——env ——set subdir osx-64 # keep this env on osz—64 for later installs

Dikkat edilmesi gerekenler

Simirlayic etken ¢ogunlukla igletim sisteminden ¢ok bellektir: STAR’1n insan genomu indeksi yaklagik
~30GB RAM gerektirir. Birincil genom derlemesinin FASTA dosyasi ve --genomeSAsparseD 2,
indeks boyutunu azaltabilir; ancak hizalama ve koordinata gore siralamanin 24 GB igine sigacagini
garanti etmez. Siralama ayrica bellek ayirir. Derlemeyi bilimsel soruya gore segin, en yiiksek bellek
kullanimini 6l¢iin ve igletim sistemine pay birakin. [72] Gerekirse STAR'1 ortak bir sunucuda ¢aligtirin
veya birka¢ GB bellek kullanan hizalamasiz nicelendirme yolunu se¢in (Boliim 6.20). Emiile osx-64
yolu uyumlu Rosetta kurulumu da gerektirir; gercek macOS stiriimiindeki destegi dogrulayin.

5.2 Miniconda kurulumu ve kanal yapilandirmasi

Conda yalitilmig ortamlar saglar; acik sturim kisitlar: ve ¢oziillmiis ortam diga aktarimi, secilen siirtimleri
kaydeder. Kanallar1 bir kez yapilandirin; kanal siras1 ve strict onceligi hangi derlemelerin secilecegini
belirler.

Komut satiri

# 1. Dounload and install Miniconda (accept the licence, allow conda init)

wget https://repo.anaconda.com/miniconda/Miniconda3-latest-Linux-x86_64.sh -0 ~/miniconda.sh
bash ~/miniconda.sh

source ~/.bashrc

conda --version # verify it works

# 2. Add channels in the recommended order, then enforce strict priority
conda config —-—add channels bioconda

conda config —-add channels conda-forge

conda config ——-set channel_priority strict

Dikkat edilmesi gerekenler

Once bioconda, ardindan conda-forge ekleyin; en son eklenen kanal en yiiksek onceligi alir.
channel _priority strict, ¢alisma sirasinda sorun yaratabilecek uyumsuz kanal karigimlarinin se-
¢ilmesini engeller. Bioconda belgelerinde onerilen 6ncelik sirasi budur. Yardime: kurulum betigi, genel
ayarlar1 degistirmeden YAML dosyasindaki kanal sirasini kullanir. [70]

5.3 Ayri bir ortam olusturma ve araglar1 kurma

Once temel yolu kurun; yalmzca kullanacagimiz alternatifleri ekleyin. Yardimer dizinde temel YAML
dosyasi ile istege baglh araglarin ayri bir listesi bulunur. Bunlarin hi¢biri ¢oziilmiig bir kilit dosyasi degildir.
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Komut satari

conda create -n rnaseq -y \
sra-tools entrez-direct fastqc fastp star samtools subread
conda activate rnaseq

# MultiQC is happiest installed with pip inside the same environment
pip install multiqc

# RiboDetector pulls PyTorch (~2 GB); install it only <f you use the reference—free TRNA
< route
conda install -n rnaseq -y ribodetector

Uygulama notu

multiqc, siki conda Python siiriim kisitlariyla gakigabilir; etkin ortam iginde pip ile kurmak bu tiir
cakigmalari azaltabilir. Kurulumdan sonra her araci uygun <tool> -version komutuyla dogrulayin.

5.4 Proje dizin yapismin olusturulmasi

Tutarh bir dizin yapisi girdileri, ara dosyalar1 ve sonuclar1 ayirir; dongiilerin davranigini éngoériilebilir
kilar.

Komut satiri

mkdir -p rnaseq_project/{raw_data,trimmed,rrna_clean,ref ,mapped,counts,results,config} \
rnaseq_project/qc/{pre_trim,post_trim,post_rrna,fastq_screen,rseqc} \
rnaseq_project/results/ppi

cd rnaseq_project

Proje dizinleri

rnaseq_project/

|- raw_data/ # SRA downloads + FASTQ (.fastq.gz)

|-— qc/

| |-— pre_trim/ # Fast(QC before trimming

| |-- post_trim/ # FastQC after trimming

| |-— post_rrna/ # OPTIONAL: FastQC after TRNA removal

| |-- fastq_screen/ # OPTIONAL: contamination—screen reports

[ “—- rseqc/ # OPTIONAL: read distribution + gene—body coverage
|-— trimmed/ # trimmer output (clean reads)

|-— rrna_clean/ # OPTIONAL: SortMeRNA or RiboDetector output
|-- ref/ # genome FASTA + GTF + STAR index (+ genes.bed)
| —— mapped/ # STAR sorted BAM files (+ .bai)

|-- counts/ # featureCounts matriz + summary

“—— results/ # DESeq2 tables, enrichment, figures, ppi/

5.5 Yardimci betiklerin ¢alistirma sozlesmesi

Kod deposunu analiz dizininden ayri tutun. BULK_CODE degiskenini yardimci kod klasoriine ayarlayin,
dizin kurulumunu bir kez ¢aligtirin; ardindan kopyalanan config/samples.tsv ve config/analysis.R
dosyalarini diizenleyin. Her 6rnek kimligi bir biyolojik analiz birimini gdstermelidir; teknik dizileme hatt1
verilerini cikarimdan once birlestirin veya birlestirme bicimini belgeleyin. Ust veri dosyasi kosulu ve
tasarimdaki es degigken alanlarimi saglar. Sayimlar iist veriye siitun konumuyla degil, érnek kimligiyle
eslegtirilir.
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Komut satari

export BULK_CODE=/path/to/main_scripts/bulk_transcriptomics

export BULK_PROJECT="$HOME/rnaseq_project"

bash "$BULK_CODE/scripts/00_setup/01_project_dirs.sh"

cd "$BULK_PROJECT"

# Edit config/samples.tsv and config/analysis.R before analysis.

# Set after inspecting protocol and strand evidence:

export BULK_STRANDED=2

Rscript "$BULK_CODE/scripts/05_differential_expression/01_deseq2.R"

Son komut, mevcut bir featureCounts tablosundan baglar; 6nceki kabuk agamalarini ¢aligtirmaz. Bagka
bir bigimden baghyorsaniz ilgili baglangi¢ betigini se¢in. Saglanan R yardimcisi, kilit dosyasi bulundugun-
da yardimci kod dizinindeki renv projesini yiikler; bdylece ¢aligma dizini verileri igerirken kodun paket
kitapligi kullanilabilir. R agamasindan 6nce bu kitapligi kurup dogrulayin. Ortam tanimin veya tiretilmis
bir kilidi bagarili yeniden tiretimin kanit1 saymayin.

6 Ham okumalardan sayim matrisi olusturmaya

6.1 Terminalden veri kiimesi bulma ve alma

Agik RNA-seq verileri birbirine bagh {i¢ argivde bulunur: NCBI GEO (seri GSE, ¢rnek GSM), NCBI SRA
(calisma SRP, dizileme kaydi SRR) ve SRA igerigini yansitip hazir FASTQ sunan EMBL-EBI ENA. Ugii
de kabuktan sorgulanabildigi i¢in veri alimi betiklerle yiiriitiilebilir ve yeniden iiretilebilir.

NCBI EDirect ile iist veri sorgulama. EDirect, NCBI E-utilities araglarini komut satirindan kullanir:
esearch sorguyu caligtirir, efetch/esummary kayitlar1 alir, xtract XML igerigini siitunlara dontigtiiriir

[28).
Komut satari

conda install -c bioconda entrez-direct # installs esearch, efetch, ztract,

# resolve a GEO series to its SRA run accessions + a metadata table (RunInfo CSV)

esearch -db sra —query "GSE183947" | efetch -format runinfo > runinfo.csv
python "$BULK_CODE/scripts/01_data_retrieval/03_parse_runinfo.py" runinfo.csv SRR_Acc_List.
— txt

# check layout/strategy/platform before committing disk and compute

esearch -db sra —query "PRINA670204" | efetch -format runinfo > runinfo.csv
python "$BULK_CODE/scripts/01_data_retrieval/03_parse_runinfo.py" runinfo.csv SRR_Acc_List.
— txt

# —> Run, LibraryStrategy, LibraryLayout (PAIRED/SINGLE), Platform

Dizileme kayitlarmi indirme. Depolanmig dizileme verileri iki yoldan alinabilir; dosyalarin bayt dii-
zeyinde ayni oldugunu varsaymak yerine kokenini ve okuma diizenini dogrulayin. SRA Toolkit, .sra
kapsayicisini indirip agar (sonraki alt boliim); ENA ise dogrudan gzip ile sikigtirilmig FASTQ saglar.
Ikinci yol déniigtiirme agamasimi atlar ve cogu zaman daha hizhidir.

Komut satiri

# ENA Portal API: turn an accession into its FASTQH URLs (and md5 checksums)
curl -s "https://www.ebi.ac.uk/ena/portal/api/filereport?accession=SRR16356854&result=
< read_run&fields=run_accession,fastq_ftp,fastq md5,library_layout&format=tsv"

# fetch every FASTQ the report lists (loop this over SRR_Acc_List.txzt)
curl -s "https://www.ebi.ac.uk/ena/portal/api/filereport?accession=SRR16356854&result=
< read_run&fields=fastq_ftp&format=tsv" \
| tail -n +2 | tr ';' '\n' | sed 's# #https://#' | wget -i - -P raw_data/

10
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Baz1 yardimac: araglar erisim numarasini ¢éztimleyip tek komutla indirme yapar:

pysradb, erisim numarasi tiirlerini doniistiiriir ve dosyalar1 alir. Ornek komutlar:
pysradb gse-to-srr GSE183947 veya pysradb metadata SRP324458. [31]

ffq, JSON iist verisi ve dogrudan baglantilar dondiiriir: £fq GSE183947, ffq --ftp SRR16356854.
32]

fastq-dl -a PRJNA670204, bir projedeki tiim FASTQ dosyalarimi ENA veya SRA iizerinden alir.
nf-core/fetchngs, erigsim numarasi listesinden FASTQ dosyalar1 ve diizenli bir érnek tablosu iiretir.
[26]

R i¢inden GEOquery, GEO serisinin iist verisini ve yazarlarin depoladig: iglenmig dosyalari, érnegin bir

sayim matrisini okur. [30]

R

library(GEOquery)

gse <— getGEO("GSE183947", GSEMatrix = TRUE) # series metadata (+ matriz if present)
pheno <- pData(gse[[1]]) # sample-level phenotype table
getGEOSuppFiles ("GSE183947") # author files, e.g. a counts matriz

Dikkat edilmesi gerekenler

GEO GSE kaydi iglenmis veriyi ve iist veriyi igerir; ham okumalar baglantihi SRA SRP/SRR kayitla-
rinda bulundugundan ¢ogu is akigi SRR listesiyle baglar. Indirmeden énce LibraryLayout (PAIRED
veya SINGLE) ve LibraryStrategy (RNA-Seq) alanlarimi dogrulayin. Her ENA dosyasim yayimlanan
fastq_md5 degeriyle md5sum kullanarak kargilagtirin.

6

.2 Ham veriyi indirme (SRA Toolkit)

prefetch, sikigtirilmis . sra kapsayicisim alir; fasterq-dump bunu FASTQ bi¢imine agar. Cift uclu ka-
yitlar icin <SRR>_1.fastq ve <SRR>_2.fastq dosyalarini yazar.

Komut satairi

# one accession (repeat / loop for more —— see Supplementary)
prefetch SRR1234567 --max-size 50g -0 raw_data/

fasterq-dump raw_data/SRR1234567 -e 8 -0 raw_data/ ——split-files
gzip raw_data/SRR1234567_*.fastq # compress to .fastq.gz

Temel parametreler

--max-size 50g, biiyiik kayitlarin atlanmamasi i¢in prefetch varsayilan boyut smirim 20 GB’den
yiikseltir. —e 8 (= --threads), fasterq-dump iglemini hizlandirir. --split-files, ¢ift uglu veride
R1/R2’yi ayr1 dosyalara yazar. -0 gikt1 dizinini belirler.

Girdiler ve giktilar

Girdi: Bir SRA erigsim numarasi; 6érnegin SRR1234567. Cikti: raw_data/SRR1234567_1.fastq.gz ve
_2.fastq.gz.

Dikkat edilmesi gerekenler

fasterg-dump, .sra boyutunun yaklagik ~10x katina kadar gegici disk alani gerektirebilir; -t <tmp>
igin yeterli bog alan1 bulunan hizh bir disk secin. Kaydin gergekten ¢ift uglu oldugunu dogrulayn:
Tek cikt1 dosyas1 tek uclu veriye igaret eder; is akiginin geri kalani varsayilan olarak bunu kullanmaz.

11
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6.3 Baslangig kalite kontrolii (FastQC ve MultiQC)

Baslangig kalite kontrolii, kirpma 6ncesinde okuma kalitesini ve olasi sorunlari gérmeyi saglar. Her FASTQ
dosyasinda FastQC caligtirin; raporlart MultiQC ile birlestirerek 6rnekleri birlikte kargilagtirin.

Komut satiri

fastqc raw_data/*.fastq.gz -o qc/pre_trim/ -t 8
multiqc qc/pre_trim/ -o qc/pre_trim/ -n multiqc_pre_trim

Temel parametreler

FastQC i¢in -o, 6nceden var olmasi gereken ¢ikti dizinidir; -t dosya bagina bir i parcacigi calgtirir,
dosya sayisini agan ig parcaciklar: bogta kalir. MultiQC igin -o ¢ikt1 dizinini, -n rapor adinm belirler;
lizerine yazmak ic¢in -f ekleyin.

Uygulama notu

Once Per-base sequence quality (baz bagina dizi kalitesi), Adapter content (adaptir icerigi) ve Over-
represented sequences (fazla temsil edilen diziler) modiillerini inceleyin; kirpmanin hangi sorunu
gidermesi gerektigini gosterirler. MultiQC; fastp, STAR ve featureCounts giinliiklerini de ayrigtirir.
Is akisinin tamamini 6zetlemek icin sonunda yeniden calistirin.

6.4 Kontaminasyon taramasi (FastQ Screen)

FastQ Screen, kiigiik bir okuma alt kiimesini referans genom paneline hizalar ve her referansa hizala-
nan oram bildirir. FastQC’den farkli olarak kiitiiphanenin beklenen tiire ait olup olmadigini aragtirir.
Fare/insan ¢apraz kontaminasyonunu, adaptor veya vektor kalintilarini ve yiiksek rRNA oranimi gostere-
bilir. Tamsal bir aragtir; filtreleme yapmadig: ig¢in okumalar1 uzaklagtirmaz.

Komut satiri

# one-time: download the bundled gemnome panel (human, mouse, TRNA, adapters, vectors, ...)
fastq_screen -—get_genomes —-outdir ref/fastq_screen_db

# screen one sample's R1 with an inttial 100k-read diagnostic subset
fastq_screen --aligner bowtie2 \
——conf ref/fastq_screen_db/FastQ_Screen_Genomes/fastq_screen.conf \
-—subset 100000 --threads 8 \
—-—outdir qc/fastq_screen/ \
raw_data/SRR1234567_1.fastq.gz

Temel parametreler

—-get_genomes, referans panelini indirir ve eglesen fastq_screen.conf dosyasimi bir kez yazar. --conf,
genom listesi ve bowtie2 indekslerini iceren bu yapilandirmay1 gosterir. -—aligner bowtie2, kulla-
nilacak hizalayicidir; ortamda bowtie2 bulunmalidir. ——subset 100000, 100 bin okumay1 6rnekler;
-—threads ig parcacig sayisidir, ——force eski raporun iizerine yazar. Yalnizca R1’i taramak ekonomik
bir ilk kontroldiir; asimetrik kontaminasyon veya teknik artefakt giiphesi varsa iki ucu karsilagtirin.

Girdiler ve ciktilar

Girdi: Ham FASTQ. Cikti: qc/fastq_screen/#*_screen.txt ve HTML siitun grafigi. MultiQC i¢in
yerlegik bir modiil bulunur.

12
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Dikkat edilmesi gerekenler

Genom paneli birkag GB boyutundadir; bir kez indirip ayni yolu yeniden kullanin. Kontaminasyonu
kirpma iglemi gizlemeden gorebilmek igin taramayi ham okumalar tizerinde yapin. rRNA satirindaki
yiiksek oran, rRNA uzaklagtirmay: degerlendirmek i¢in bir igarettir (Boliim 6.8); beklenmeyen bir
tlriin yiiksek orani, kirpmanin diizeltemeyecegi 6érnek karigmasi veya kontaminasyonu diigtindiiriir.

6.5 Adaptor ve kalite kirpma (fastp)

fastp, cift uclu veride adaptorleri saptar, baz kalitesi icerigine gore okumalar: filtreler, ¢ok kisa okumalar:
eler ve tek gegiste HTML/JSON raporu iiretir.

Komut satiri

fastp \
-i raw_data/SRR1234567_1.fastq.gz -I raw_data/SRR1234567_2.fastq.gz \
-0 trimmed/SRR1234567_1.trim.fq.gz -0 trimmed/SRR1234567_2.trim.fq.gz \
——detect_adapter_for_pe \
-q 15 —u 40 -1 36 \
-h qc/post_trim/SRR1234567 .html -j qc/post_trim/SRR1234567.json \
——thread 8

Temel parametreler

-i/-I, girdi R1/R2; -o/-0, ¢ikt1 R1/R2 dosyalaridir. —-detect_adapter_for_pe ¢ift uclu adaptor
saptamay1 agar. -q 15 en diislik baz kalitesi, —u 40 izin verilen diisiik kaliteli baz yiizdesi {ist siniri,
-1 36 ise kirpma sonrasi 36 bp’den kisa okumalar1 eleme simiridir. -h/-j raporlari, --thread is
parcacigl sayisini belirtir; v1.0.1 icin {ist s 64’tiir. Iki renkli kimyada (NextSeq/NovaSeq), poly-G
kuyruklarini kirpmak i¢in -g ekleyin.

Gosterilen degerler 6gretici baglangic ayarlaridir. Yalnizca bu kalite kurali digiiniildiigiinde, 100 bazlik
bir okumada Q15 altindaki 41 baz -u 40 smirini asar; 40 baz agsmaz. —q degerini yiikseltmek veya -u
degerini digiirmek daha ¢ok okumay1 eler; bu secenekler diigiik kaliteli bazlar1 tek tek kirpmaz. -1 de-
gerini yiikseltmek, kirpma sonrasi kisa kalan okumalar1 daha ¢ok diglar; belirsiz kisa okumalarla birlikte
hizalanabilir parcalar da kaybedilebilir. Degigiklikten sonra egli okuma korunmasini ve hizalama/atama
sonuglarm inceleyin; daha kat1 ayar her zaman daha ¢ok bilgi saglamaz. [4]

Girdiler ve giktilar

Girdi: Ham c¢ift uglu FASTQ. Cikt1: trimmed/*_1.trim.fq.gz, *_2.trim.fq.gz ve Ornek bagina
HTML/JSON.

Dikkat edilmesi gerekenler

Kirpilmig ¢iktiyr girdi dosyalarinin {izerine yazmayin. Bu komut adaptorleri kirpar ve kaliteye gore
okuma filtreler; kayan pencere ug kirpmasi ayri segenekler gerektirir. Agir1 kirpmadan kaginin; fastp
raporunda oénceki/sonraki kaliteyi ve uzunluk filtresini gegen okuma oranini inceleyin.

6.6 Kirpma sonrasi kalite kontrol

Adaptorlerin giderildigini ve kalitenin iyilegtigini dogrulamak i¢in kirpilmig okumalarda FastQC ve Mul-
tiQC iglemlerini yineleyin.
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Komut satari

fastqc trimmed/*.fq.gz -o qc/post_trim/ -t 8
multiqc qc/post_trim/ -o qc/post_trim/ -n multiqc_post_trim

6.7 Alternatif kirpma araclari: Trim Galore ve Trimmomatic

Varsayilan ara¢ fastp’dir; Trim Galore ve Trimmomatic de yaygin kullanilir ve laboratuvar standard: ya
da degerlendirme siireci bunlardan birini gerektirebilir. U¢ arac da adaptérleri ve diisiik kaliteli bazlar
uzaklagtirip ¢ok kisa okumalar: eler; ancak ayarlar: ve okuma tutma kurallar: sayimlar: degistirebilir. Sec-
tiginiz aracin giktisini standart trimmed/<sample>_{1,2}.trim.fq.gz bicimine yeniden adlandirin; boylece
hizalama dongiisii degismez (Bolim 12.3).

Trim Galore, Cutadapt ve FastQC’yi birlegtiren bir sarmalayicidir; adaptéri otomatik saptar ve ayri
adaptor FASTA dosyasi gerektirmez.

Komut satari

trim_galore ——paired —--gzip —-cores 4 \
-—quality 15 —--length 36 \
——basename SRR1234567 —-output_dir trimmed/ \
raw_data/SRR1234567_1.fastq.gz raw_data/SRR1234567_2.fastq.gz

# Trim Galore names tts output *_val_1.fq.gz / *_wval_2.fq.gz; rename to the canonical form
mv trimmed/SRR1234567_val_1.fq.gz trimmed/SRR1234567_1.trim.fq.gz
mv trimmed/SRR1234567_val_2.fq.gz trimmed/SRR1234567_2.trim.fq.gz

Temel parametreler

--paired, ¢ift uglu kirpmay: agar; uclardan biri --length smmirmmin altina diigerse c¢ift elenir.
--quality 15, Phred esigidir; -—length 36, korunan en diisitk uzunluktur. --cores, yaklagik ~4
cekirdege kadar etkilidir. —~—basename ¢ikt1 6n ekini belirler.

Trimmomatic, belirtilen adaptér FASTA dosyasina gore kesim ve kayan pencere kirpmast uygular. Ar-
giimanlarin sirasi:, islemlerin sirasim belirler. Her ug icin egli ve esi bulunmayan olmak tizere dort gikti
dosyasi yazar.

Komut satari

# Set BULK_ADAPTER _FASTA to the actual bundled or study-selected adapter FASTA first.
trimmomatic PE -threads 8 \
raw_data/SRR1234567_1.fastq.gz raw_data/SRR1234567_2.fastq.gz \
trimmed/SRR1234567_1.trim.fq.gz trimmed/SRR1234567_1.unpaired.fq.gz \
trimmed/SRR1234567_2.trim.fq.gz trimmed/SRR1234567_2.unpaired.fq.gz \
"ILLUMINACLIP:$BULK_ADAPTER_FASTA:2:30:10" LEADING:3 TRAILING:3 SLIDINGWINDOW:4:15 MINLEN
— :36

Temel parametreler

Cikt1 sirasi: R1 esli, R1 esi bulunmayan, R2 esli, R2 esi bulunmayan; sonraki agamalara yalnizca
iki egli dosyay1 verin. ILLUMINACLIP:<fa>:2:30:10, sirasiyla adaptor dosyasi, baglangic eslesmezligi
(seed mismatch), palindrom kirpma ve basit kirpma egikleridir. LEADING/TRAILING 3, uclarda kalite
3 altindaki bazlar: kirpar. SLIDINGWINDOW:4:15, dort bazlik pencerenin ortalama kalitesi 15 altina
diiglince keser; MINLEN: 36, 36’dan kisa okumalar: eler.
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Girdiler ve cgiktilar

Girdi: Ham cift u¢lu FASTQ. Cikti: trimmed/*_1.trim.fq.gz ve *_2.trim.fq.gz; yeniden adlandir-
madan sonraki standart adlar veya egli giktilar.

Dikkat edilmesi gerekenler

Trim Galore’un *_val_1.fq.gz adlar1 degistirilmezse hizalama doéngiisi dosyalar: bulamaz. Trimmo-
matic i¢in adaptor FASTA dosyasiin gergek yolunu belirtin; conda ortamiyla gelen dosya kullanila-
bilir. Standart ¢ift uclu sayim yolunda esi bulunmayan okumalar kullanilmaz. Islemler yazldiklar:
sirada uygulandigindan ILLUMINACLIP ilk sirada olmalidir. fastp varsayilanlarina yakin, otomatik
adaptor saptama i¢in Trim Galore; adaptor kiimesi ve kalite penceresini agik¢a denetlemek igin
Trimmomatic segin.

6.8 TRNA uzaklagtirma (SortMeRNA)

Laboratuvarda poli(A) segimi veya rTRNA uzaklagtirma uygulanmig olmasi, dizilenen kiitiiphanede ar-
tik TRNA kalmadigimi gostermez. Kalite kontroliinde goriilen artik rRNA, hedeflenen rRNA digi analizi
etkiliyorsa hesaplamali uzaklagtirmay: degerlendirin; rRNA aragtirma sorusunun parcasiysa koruyun. Ye-
ni bir gecise karar vermeden 6nce daha 6nce hesaplamal filtre uygulanip uygulanmadigini ve korunma
raporunu kaydedin. Yalnizca protokoliin adi filtrelemek veya atlamak igin yeterli degildir. rRNA ola-
rak smiflandirilan giftleri ¢ikarmak, kalan parca havuzunu degistirir; hizalamadan 6nce kayb1 ve eslerin
uyumunu inceleyin.

SortMeRNA 4.3.4 siiriimiiniin varsayilan veri tabanini (database.tar.gz) indirip smr_v4.3_default_db.
fasta dosyasini kullanin. Veri tabani siirtimiinii ve kokenini kaydedin. Dogruluk kestirimleri karsilagtirmali
degerlendirme dizilerine ve hata kogullarina baghdir; siiriim sayfasindaki bir él¢im, bu organizma veya
kiitiiphane i¢in garanti degildir.

Komut satiri

DB=~/sortmerna/db/smr_v4.3_default_db.fasta
WORK=sortmerna_work/SRR1234567 # a new, sample-specific directory

sortmerna \
——ref "$DB" \
—-reads trimmed/SRR1234567_1.trim.fq.gz \
—-reads trimmed/SRR1234567_2.trim.fq.gz \
—-paired_in \
——fastx \
—-aligned rrna_clean/SRR1234567_rRNA \
——other rrna_clean/SRR1234567 _norRNA \
—-—out2 \
——threads 8 \
—-workdir "$WORK"

# Keep this work directory; use a different one for the next sample.

Temel parametreler

--ref, rRNA veri tabamdir; ¢ift uclu veri i¢in --reads iki kez verilir. ——paired_in, uglardan biri
rRNA ise ikisini de -—aligned ¢iktisina gonderir; bu korumaci bir uzaklagtirmadir. Uglardan biri
rRNA dis1 oldugunda ¢ifti korumak i¢in -—paired_out kullanilir ve daha ¢ok okuma tutulur. --fastx
FASTA /FASTQ yazar. -—aligned/--other, rRNA ve tutulan okuma 6n ekleridir. --out2, esleri ayr:
R1/R2 dosyalarina yazar; —-threads ig parcacigini, --workdir c¢aligma dizinini belirler.
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Girdiler ve cgiktilar

Girdi: Kirpilms ¢ift uglu FASTQ. Cikt1 (--out2 ile): Korunan okumalar igin *_norRNA_fwd.fql[.
gz] ve *_norRNA_rev.fq[.gz]; uzaklagtirilan rRNA igin *_rRNA_*.

Dikkat edilmesi gerekenler

—-workdir, indeksleri ve Ornege 6zgii ¢aligma durumunu igerir. Her érnek igin yeni, ayr1 bir dizin
kullanin; ortak dizini 6zyinelemeli bi¢cimde temizlemeyin. Belgelenmis siirdiirme yolunu veya yeni
gikt1 konumunu se¢gmeden 6nce mevcut ¢aligmay inceleyin. ——out2 zaten diizenli R1/R2 dosyalar1
verdigi icin sonraki BBMap yeniden egleme adimi yalnizca i¢ ice ¢ikt1 liretildiyse veya eglerin sirasi
bozulduysa gerekir.

6.9 Referanssiz rRNA uzaklagtirma (RiboDetector)

RiboDetector, okumalar: rRNA veri tabanina hizalamak yerine egitilmis bir sinir ag: ile rRNA /rRNA dig1
olarak simiflandirir. Referans indirme gerektirmez, CPU iizerinde hizli ¢alisir. Organizmanz igin kiiratorli
bir rRNA veri taban1 yoksa veya boyle bir kaynagi yonetmek istemiyorsamz Sort MeRNA yerine kullanin.
Dogrudan diizenli esli ¢ikti yazdig: i¢in ardindan BBMap yeniden eglemesi yapilmaz.

Komut satari

# -1 is the read length; set it to your data (here 150 bp)
ribodetector_cpu -t 8 -1 150 \
-i trimmed/SRR1234567_1.trim.fq.gz trimmed/SRR1234567_2.trim.fq.gz \
—e norrna —-chunk_size 256 \
-o rrna_clean/SRR1234567_1.fq.gz rrna_clean/SRR1234567_2.fq.gz

Temel parametreler

-i, R1 ve R2 girdileridir; tek uglu veri i¢in tek dosya verilir. —o, kargilik gelen rRNA dig1 giktilardir. -1,
okuma uzunlugudur; model ger¢ek uzunlugu bekler. e norrna, giivenle rRNA digi ssmflandirilan
okumalar1 koruyan korumaci ensure kipidir. ——chunk_size, y1gin bagina okuma sayisidir; bellek
kisithiysa azaltin. -t, i parcacigi sayisidir.

Girdiler ve giktilar

Girdi: Kirpilmig ¢ift uglu FASTQ. Cikti: Zaten egli olan rRNA digi okumalar; rrna_clean/*_1.fq.gz
ve *_2.fq.gz.

Dikkat edilmesi gerekenler

-1 degerini gercek okuma uzunluguna ayarlayin; yanlis deger simiflandirici bagarimini distriir.
RiboDetector yaklagik ~2 GB PyTorch yigini kurar; yalnizca bu yolu kullanacaksaniz ekle-
yin. Cikt1 zaten egli ve ug¢ basina adlandirilmis oldugundan BBMap yeniden eglemesini atla-
yin ve rrna_clean/ icerigini dogrudan STAR’a verin. Yardimci betikler iki rRNA yolunu da
<sample>_1.trim.fq.gz/_2.trim.fq.gz bicimine getirir. Veri tabanina dayali, izlenebilir uzaklag-
tirma i¢in SortMeRINA; uygun rRNA referansi olmadiginda RiboDetector tercih edilebilir. Once
kontaminasyon taramasi ile rRNA igerigini inceleyin (Boliim 6.4).
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6.10 Okumalar1 yeniden eglestirme (BBMap repair.sh)

Bu adimu yalnizca rRNA filtresinden gegen okumalar i¢ ice veya sira digiysa kullanin. repair. sh, eglegen
R1/R2 sirasim diizeltir; egi bulunmayan okumalar1 tekil okumalar dosyasina gonderir.

Komut satiri

repair.sh \
in=rrna_clean/SRR1234567_norRNA.fq.gz \
outl=rrna_clean/SRR1234567_R1.fq.gz \
out2=rrna_clean/SRR1234567_R2.fq.gz \
outs=rrna_clean/SRR1234567_singletons.fq.gz \
overwrite=t

Temel parametreler

in =, i¢ ice girdidir; iki dosya i¢in inl =/in2 = kullanilir. outl =/out2 =, yeniden eglegtirilmig
R1/R2; outs =, esi bulunmayan okumalar; overwrite =t, lizerine yazma iznidir. Biiyiik dosyalarda
Java bellegini -Xmx ile ayarlayin; ornegin repair.sh -Xmx8g ....

Dikkat edilmesi gerekenler

SortMeRNA’y1 atladiysaniz bu adimi da atlayip trimmed/ okumalarim STAR’a verin. Hizalama
dongiisiiniin R1/R2’yi otomatik bulabilmesi igin dosya adlarim tutarli tutun.

6.11 Genom indeksini olugsturma (STAR)

Hizalama i¢in referans genom ile anotasyonun birbiriyle eglesmesi gerekir. NCBI veya Ensembl iizerin-
den genomu FASTA, anotasyonu GTF bi¢iminde indirin; ardindan genom bagina bir kez STAR indeksi
olugturun.

Komut satari

# Set READLEN from the protocol and SAINDEX from FASTA length (formula below).
# The companion index script computes SAINDEX from the uncompressed FASTA.
STAR --runMode genomeGenerate \

——genomeDir ref/ \

——genomeFastaFiles ref/genome.fna \

--sjdbGTFfile ref/genome.gtf \

--sjdbOverhang "$((READLEN-1))" \

——genomeSAindexNbases "$SAINDEX" \

——runThreadN 12

Temel parametreler

--genomeDir, indeks ¢iktisi; ——genomeFastaFiles, genom FASTA dosyasi; --sjdbGTFfile, ekzon
birlesim noktasi anotasyonudur. --sjdbOverhang, okuma uzunlugu —1 olmalidir; 150 bp okuma
i¢in 149. Varsayilan 100, yaklagik ~100-150 bp i¢in kullanilabilir. --genomeSAindexNbases, kii¢iik
genomlarda azaltilmalidir: min(14, |log,(GenomeLength)/2 —1|); 6rnegin 35 Mb mantar geno-
munda yaklagik ~11, memelilerde 14. —-runThreadN, is parcacig sayisidir.

Girdiler ve ciktilar

Girdi: genome. fna ve genome.gtf. Cikti: ref/ i¢indeki indeks dosyalari: SA, SAindex, Genome ve
digerleri.
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Dikkat edilmesi gerekenler

Memeli dis1 kiiciik genomlarda --genomeSAindexNbases degerini 14 birakmak uyar1 ve hi-
zalama sorunlar1 yaratabilir; degeri genom uzunlugundan hesaplaymm. GTF standart di-
g1 Oznitelik adlar1 kullaniyorsa --sjdbGTFtagExonParentGene ayarini belirtin; GFF3 igin
--sjdbGTFtagExonParentTranscript Parent gerekir. Bellek gereksinimi derlemeye, indeks ayarla-
rina, iy parcacigina ve siralamaya baghdir. Seyrek sonek dizisi indeks bellegini azaltabilir; hizalama
ve siralama tepe degerlerini ayr1 degerlendirin (Bolim 5.1).

6.12 Hizalama (STAR ile sirali BAM)

Her 6rnegin ¢ift uclu okumalarim indekslenmis genoma hizalayin ve koordinata gore sirali BAM yazin.
Istege bagli rRNA adimlarim kullandiysanmz --readFilesIn i¢in trimmed/ yerine rrna_clean/ okuma-
larimi se¢in. STAR hizhidir ancak yiiksek bellek ister; daha diigiik bellekli intron ¢ikarilmasini gozeten
alternatif igin HISAT2’ye bakin (Boliim 6.13).

Komut satiri

STAR —-runMode alignReads \
—-—genomeDir ref/ \
—--readFilesIn trimmed/SRR1234567_1.trim.fq.gz trimmed/SRR1234567_2.trim.fq.gz \
——readFilesCommand zcat \
——outSAMtype BAM SortedByCoordinate \
-—quantMode GeneCounts \
——runThreadN 12 \
——outFileNamePrefix mapped/SRR1234567_

samtools index mapped/SRR1234567_Aligned.sortedByCoord.out.bam
samtools flagstat mapped/SRR1234567_Aligned.sortedByCoord.out.bam

Temel parametreler

--readFilesIn sirast R1, ardindan R2’dir. --readFilesCommand zcat, .gz dosyalari iglem sira-
sinda acar. ——outSAMtype BAM SortedByCoordinate, dogrudan sirali BAM {iretir. —-quantMode
GeneCounts, featureCounts ile kargilagtirma veya dogrudan sayim matrisi i¢in kullanilabilen
*ReadsPerGene.out.tab dosyasi da yazar (Boliim 6.19). -—outFileNamePrefix, yolu ve sonda
ayiriciyl icermelidir; burada son karakter _ bi¢imindedir. Yeni birlesimleri daha duyarl saptamak
i¢in --twopassMode Basic eklenebilir.

Girdiler ve giktilar

Girdi: Temiz cift uglu FASTQ ve STAR indeksi. Cikti: mapped/SRR1234567_Aligned.sortedByCoord.
out.bam ve .baij; hizalama istatistiklerini MultiQC’ye veren *_Log.final.out; ayrica *_SJ.out.tab.

Dikkat edilmesi gerekenler

Uyumsuz genom/GTF siiriimleri veya yanlis -—-readFilesCommand, diigiik egleme oranmin sik ne-
denleridir. *_Log.final.out i¢indeki Uniquely mapped % (tekil hizalanan yizde) alanim inceleyin.
IGV’de goriintillemeden énce BAM’1 indeksleyin. samtools merge, ayni 6rnegin teknik tekrarlarini
veya dizileme hatt1 dosyalarim birlegtirmek igindir; R1/R2’yi birlegtirmek i¢in kullanilmaz.
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6.13 Alternatif hizalayici: HISAT2

HISAT2, STAR gibi intron gikarilmasini gézeten bir hizalayicidir; hiyerargik graf FM indeksi kullanir.
Temel uygulama avantaji bellektir: Insan genomu hizalamasi STAR'm yaklagik ~30 GB gereksinimine
kargt birkag GB RAM ile yiiriitiilebilir; bu nedenle daha diigiik bellekli donamima uygun olabilir [49].
conda install -c bioconda hisat?2 ile kurun. Linux/WSL2de yerel galigir; Apple Silicon igin arm64
¢oztimii yoksa Bolim 5.1 igindeki emiile osx-64 ortamini kullanin. Genoma hizalanmig BAM, STAR
yolundaki gibi featureCounts veya htseq-count girdisi olur.

Genom yolu (6nerilen). Intron ¢ikarilma bélgesi bilgisini GTF’den bir kez ¢ikarm, daha az RAM
isteyen sade indeksi olugturun; boélge bilgisini hizalama sirasinda verin. Boylece biiyiik genomlarda tam
graf indeksi olugturmanin ¢ok yiiksek bellek maliyetinden kaginilir.

Komut satiri

# 1. splice sites from the annotation (script ships with HISAT2)
hisat2_extract_splice_sites.py ref/genome.gtf > ref/genome.ss

# 2. build a plain genome indexr -> ref/genome_idx.1.ht2 ... .8.ht2 (8 files, current dir; no
< folder)
hisat2-build -p 8 ref/genome.fna ref/genome_idx

# 3. align (paired—end, dUTP reverse); supply known junctions here, sort in one pipe
hisat2 -p 8 --rna-strandness RF \
——known-splicesite-infile ref/genome.ss \
-x ref/genome_idx \
-1 trimmed/SRR1234567_1.trim.fq.gz -2 trimmed/SRR1234567_2.trim.fq.gz \
——summary-file mapped/SRR1234567.hisat2.summary \
| samtools sort -@ 4 -o mapped/SRR1234567.sorted.bam —
samtools index mapped/SRR1234567.sorted.bam

Temel parametreler

--dta, StringTie/Cufflinks birlegtirmesi i¢in birlegim bildirimini ayarlayan istege baglh bir se¢enektir;
yalmizea featureCounts/DESeq2 sayim yolunda kullanmayin. --rna-strandness RF, dUTP /reverse
¢ift uglu veriye kargsilik gelir; FR ileri, R/F tek uglu i¢indir. -—known-splicesite-infile, bilinen
birlegimleri hizalama sirasinda ekler; indekse gémmekten daha diigitk maliyetlidir. ~—summary-file,
MultiQC’nin okuyabildigi raporu yazar. Ciktiy1 dogrudan samtools sort islemine yonlendirmek
biiyiik ara SAM dosyasini onler.

Kompakt genomlar igin ayri1 6rnek yol. Transkriptom koordinatlarindaki hizalama, kompakt genom-
lar i¢in de ayr1 bir agiklayici segenektir. Kullanigliligs anotasyonun tamhigina ve transkript belirsizligine
baglhdir; intronlarin kisa olmasi tek bagina genom hizalamasina egdegerlik gostermez. Transkript bollu-
gu kestirimi i¢in desteklenen Salmon/tximport yolunu tercih edin. Ensembl {izerinden *.cdna.all.fa
dosyasini indirdikten sonra su komutlar kullanilabilir:

Komut satiri

gunzip Fusarium_graminearum.ASM24013v3.cdna.all.fa.gz
hisat2-build Fusarium_graminearum.ASM24013v3.cdna.all.fa cdna_idx # 8 .ht2 files,
< working dir
hisat2 -x cdna_idx -1 trim_R1l.fastq -2 trim_R2.fastq \
| samtools sort —o kontl.sorted.bam -
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Dikkat edilmesi gerekenler

hisat2-build, sekiz .ht2 dosyasini verdiginiz temel adla gegerli dizine yazar; klasor olugturmaz.
cDNA’ya hizali BAM transkript koordinatlarindadir; genom GTF dosyasiyla sayilamaz, aksi halde
sayimlar sifira yakin olur. Transkript bagina sayip tx2gene eslemesiyle gen diizeyinde toplayin veya
omurgali/intron bakimindan zengin genomlarda genom yolunu kullanin. Bu kisa yol yeni birlegimler
de kegfedemez. Memeli genomunda --ss/--exon ile tam graf indeksi olugsturmak c¢ok yiiksek RAM
ister; insan igin yaklagik ~160 GB. 24 GB makinede hazir HISAT2 indeksi veya yukaridaki sade
indeks ile —~—known-splicesite-infile yolunu segin.

6.14 Kiitiiphanenin iplik yonliiliigii bilgisini belirleme

Iplik yonlii protokoller her okumanin hangi genomik zincirden geldigini kaydeder. Sayim aracina dogru
kural verilmezse okumalarin ¢ogu kaybolabilir; asagida agiklanan sessiz hata budur. Yaygin Illumina
kimyasinda (TruSeq Stranded, NEBNext), ikinci cDNA zinciri dUTP ile igaretlenip pargalanir; dizilenen
parca mRNA’nin ters tamamlayicisine bildirir. Sayim araclarinda bu, ters iplik yonliligiine karsihk gelir:
featureCounts -s 2, htseq-count -—-stranded reverse, Salmon ISR. Iplik yonsiiz kiitiiphaneler -s
0, daha seyrek ileri yonlii (FR) protokoller -s 1 kullanir. Iplik yonliiliigii bilgisi, kars1 zincirlerde ortiisen
genlerin dogru ayrilmasini da saglar.

Ayar1 tahmin etmek yerine hizalanmig bir érnekten kanit toplayin.
Komut satari

# Option A —— RSe{C: compare each read's strand to the annotated transcript strand
infer_experiment.py -r ref/genes.bed -i mapped/SRR16356854_Aligned.sortedByCoord.out.bam

# Option B —— read it off STAR's per—gene counts (needs ——quantMode GeneCounts):
# col2 = unstranded, col3 = forward (-s 1), col4 = reverse (-s 2)
#  Compare col3 versus col4; do not choose the largest of all three.
grep —v "“N_" mapped/SRR16356854_ReadsPerGene.out.tab \
| awk '{ut =$2; f+ =$3; r+ =$4} END{print "unstranded="u" forward="f" reverse="rl}'

Temel parametreler

infer_experiment.py, her yon kuraliyla agiklanan okuma oranini verir. Yaklagik ~50/50 dagilim iplik
yonsiiz veriyi destekler. Cift uclu veride "1++,1--,2+-,2-+" oriintiistiniin baskinhig: ileri yonii (-s
1), "1+-,1-+,2++,2-=" Gruntisinin baskinlig: ters yoni (-s 2) destekler. Belirlenemeyen oram ve
kiitiiphane protokoliinii birlikte inceleyin. [71] -r, 12 siitunlu BED gen modeli ister; bunu GTF’den
UCSC gtfToGenePred, ardindan genePredToBed ile bir kez olugturun.

Uygulama notu

Salmon bu segimi otomatik c¢ikarabilir: salmon quant -1 A, kiitiiphane tiriini kestirip
1lib_format_counts. json igine kaydeder. Kullanilan yontem ne olursa olsun ¢aligmanin yén ayarini
belirleyin ve tiim 6rneklerde aym kurala gore kullanin.

6.15 Gen diizeyinde nicelendirme (featureCounts)

featureCounts, hizalanmig okuma c¢iftlerini GTF anotasyonundaki genlere atayarak gen x ornek sayim
matrisi olugturur. Tim Ornekleri tek matriste toplamak icin BAM dosyalarini ayni ¢agriya verin. Ayni
agama igin yaygin bir alternatif htseq-count aracidir (Boliim 6.18).
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Komut satari

featureCounts \
-a ref/genome.gtf \
-o counts/counts.txt \
-T 6 \
-p ——countReadPairs \
-t exon -g gene_id \
-s 2\
-Q 10 \
mapped/*_Aligned.sortedByCoord.out.bam

Temel parametreler

-a, anotasyon (GTF); -o, gkt matrisi; -T, is parcacigr sayisidir. -p, girdinin ¢ift uglu oldugunu
belirtir. Subread >2.0.2 siirtimlerinde okuma yerine par¢a saymak i¢in —-countReadPairs ekleyin.
-t exon -g gene_id, ekzonlar1 gene gore gruplar; bunlar varsayilan degerlerdir. -s: 0 iplik yonsiiz,
1 ileri iplik yonlii, 2 ters iplik yonlii. -Q 10, en diisiik esleme kalitesi egigidir.

Bu 6gretici egik, baz ¢agrisinin kalitesini degil hizalamanin giivenini degerlendirir. Yiikseltilmesi belir-
siz atamalar1 azaltabilir; zor bolgelerdeki bilgi tagiyan parcalar: da diglayabilir. Diigiiriilmesi, kokeni
belirsiz daha fazla hizalamay: korur. Degisiklikten sonra atama kategorilerini ve kalan sayimlar: kar-
silagtirin. Egleme kalitesi 6lgekleri ve 6zel degerler hizalayiciya baghdir; sabit bir egik evrensel olarak
tekil egleme garantisi vermez.

Girdiler ve ciktilar

Girdi: Sirali BAM dosyalarnt ve GTF. QCikti: counts/counts.txt; Once alt1i anotasyon si-
tunu (Geneid, Chr, Start, End, Strand, Length), ardindan BAM bagma bir sayim siitunu.
counts/counts.txt.summary, MultiQC’ye aktarilan atama istatistiklerini igerir.

Dikkat edilmesi gerekenler

iplik yonliiliigii, 6nemli bir sessiz hata kaynagidir. Yanhs -s, okumalarmm c¢ogunu
Unassigned_NoFeatures kategorisine gonderebilir. Cogu Illumina dUTP kiitiiphanesi ters yonlidiir
(-s 2); emin degilseniz RSeQC veya STAR ileri/ters toplamlarini protokolle birlikte kargilagtirin.
Iplik yonsiiz saymm siitunu, yonlii bir kiitiiphanede bile en bityiik toplami verebilir; 0 /1/2 arasindan
en yiiksek degeri segmek yonliiliigi belirlemez. [71] R i¢ine aktarirken ilk alt1 situnun anotasyon
oldugunu unutmayin.

6.16 Kalite kontrolii 6zeti: Esleme ve atama oranlari

Genel hizalama oran, hizalanan okumalarin oranidir. Atama orans ise sayim kipine gore iglenen parga veya
okumalar arasindan genlere atananlarin oranin gosterir. STAR hizalama istatistikleri *_Log.final.out
dosyasinda bulunur.

counts.txt.summary, featureCounts atama istatistiklerini icerir. Bunlar1 tabloya almak i¢in:
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Komut satari

# uniquely + multi-mapped 7 from each STAR log —-> a tab-separated table

for f in mapped/*_Log.final.out; do
s=$(basename "$f" _Log.final.out)
unigq=$(grep "Uniquely mapped reads %" "$£" | grep —o "[0-9.]x%")
multi=$(grep "mapped to multiple loci" "$f" | grep -o "[0-9.1%%" | head -1)
printf "%s\t’s\t%s\n" "$s" "$uniq" "$multi"

done | sort | column -t

# overall mapping rate straight from a BAM
samtools flagstat mapped/SRR1234567_Aligned.sortedByCoord.out.bam | grep "mapped ("

# featureCounts assignment per sample (Assigned counts; MultiQC converts these to /)
grep —-E "~ (Status|Assigned)" counts/counts.txt.summary | column -t

Uygulama notu

MultiQC, FastQC, fastp, STAR ve featureCounts Ornek Oolgitlerini elektronik tabloya uygun
multiqc_data/multiqc_general_stats.txt dosyasinda toplar. Sonunda multiqc . galistirip her giin-
ligii ayr1 ayrigtirmak yerine bu dosyayr veya HTML raporunu okuyun. Diigiik tekil egleme orani
genom/GTF uyumsuzlugu veya kontaminasyon; diigiik atama oram ise ¢ogu zaman yanlig -s ayari
acisindan incelenmelidir.

6.17 Hizalama sonras1 RNA QC (RSeQC)

RSeQC, esleme oranina ek olarak RNA ve kiitiiphane kalitesine iligkin tanisal bilgiler saglar.

Okuma dagilimi, read_distribution.py ile raporlanir. Okumalar ekzon, intron, UTR veya genler arasi
olarak simiflanir; yiiksek intronik veya genler arasi oran DNA kontaminasyonu ya da yaygin pre-mRNA
i¢in bir isaret olabilir.

Gen govdesi kapsami, geneBody_coverage.py ile raporlanir. 5' ucundan 3' ucuna kapsamin diizgiinliigiini
olcer; 3' yanlihgi bozulmus RNA’y1 diisiindiirebilir. Tki komut da BAM ve 12 siitunlu BED gen modeli
gerektirir.

Komut satairi

# build the 12-column BED once from the GITF (the same model infer_ezperiment.py used, the
< strandedness section)

gtfToGenePred ref/genome.gtf ref/genome.genePred

genePredToBed ref/genome.genePred ref/genes.bed

read_distribution.py -i mapped/SRR1234567_Aligned.sortedByCoord.out.bam -r ref/genes.bed \
> gc/rseqc/SRR1234567 .read_dist.txt

geneBody_coverage.py —i mapped/SRR1234567_Aligned.sortedByCoord.out.bam -r ref/genes.bed \
-0 qc/rseqc/SRR1234567

multiqc qc/rseqc/ -o qc/rseqc/ —n multiqc_rseqc

Temel parametreler

-1, sirali ve indekslenmis BAM’dir. -r, UCSC gtfToGenePred — genePredToBed ile bir kez olus-
turulan 12 stitunlu BED gen modelidir. geneBody_coverage.py i¢in -o, 6érnek egrisinin ve MultiQC
Ozetinin ¢ikt1 6n ekidir.
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Girdiler ve ciktilar

Girdi: Sirali BAM, .bai ve ref/genes.bed. Cikt1: qc/rseqc/ i¢inde okuma dagilimi tablolar: ve
gen govdesi kapsam egrileri; MultiQC bunlar1 6zetler.

Dikkat edilmesi gerekenler

Bunlar filtre degil, rapordur; 3' yanlihigiyla RNA bozulmasini veya yiiksek genler arasi oranla geno-
mik kontaminasyonu aragtirmaya yardim eder. geneBody_coverage.py yavastir; tiim Ornekler yerine
temsili birkag 6rnekte galigtirilabilir. BED dosyasii hizalama ve sayimda kullanilan ayn: GTF’den
olugturun.

6.18 Alternatif sayim araci: htseq-count

htseg-count, DESeq yaklagimindan gelen birlesim kipinde ¢aligan sayim aracidir ve featureCounts’a yaygin
bir alternatiftir [50, 51]. Swrali BAM ile GTF okur, gen bagina sayim yazar. Bir okuma yalmzca tek
gene belirsizlik olmadan eglenirse sayilir; iki genle ortiigenler __ambiguous, birden fazla konuma eglenenler
__alignment_not_unique kategorisine gider. Boylece sayimlar DESeq2 modeline uygun girdi olarak kalir.

Komut satari

htseq-count -f bam -r pos —-s reverse -t exon —i gene_id -m union \
mapped/SRR1234567_Aligned.sortedByCoord.out.bam ref/genome.gtf \
> counts/SRR1234567.tsv

# 1f you assemble the matriz by hand, drop the trailing summary rows first:
grep -v "~__" counts/SRR1234567.tsv > counts/SRR1234567.clean.tsv

Temel parametreler

-f bam -r pos, koordinata gore sirali BAM okur; sabit bellekle egli sayim i¢in ada gore sirali
BAM’da -r name kullanin. -s reverse, dUTP/TruSeq yoniidiir ve featureCounts -s 2 ile eglegir;
-s yes, -s 1; -s mno, -s 0 karsihigidir. -t exon -i gemne_id, 6zellik tiirii ve gruplama o6zniteligidir.
-m union, Ortiisme kipidir; intersection-strict ve intersection-nonempty secenekleri de vardir.
HTSeq 2, ¢ok ¢ekirdekli sayim icin -n <N> saglar.

R

# read stratght into DESeq2 (strips the trailing _
library (DESeq2)
source(file.path(Sys.getenv("BULK_CODE"), "R/contracts.R"))
cfg <- read_analysis()

samples <- read_samples(cfg = cfg)

samples$sampleName <- samples$sample

rows automatically)

samples$fileName <- pasteO(samples$sample, ".tsv")
samples <- samples[, c("sampleName", "fileName", "condition",
setdiff (names(samples), c("sampleName", "fileName", "condition")))]

dds <- DESeqDataSetFromHTSeqCount (sampleTable = samples, # cols: sampleName, fileName,
# condition
directory = "counts",
design cfg$design)
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Dikkat edilmesi gerekenler

htseq-count varsayilani iplik yonsiiz degil, -s yes bicimindedir. Ters yonlii veride bu ayar bira-
kilirsa okumalarin énemli bir bolimii __no_feature kategorisine gidebilir; featureCounts’ta oldugu
gibi -s se¢imini agik¢a yapin. DESeqDataSetFromHTSeqCount, sondaki 6zet satirlarini (__no_feature,
alignment_not_unique ve digerleri) otomatik gikarir. Matrisi kendiniz olugturuyorsa-
niz bu satirlar1 yukaridaki gibi kaldirin. htseq-count, featureCounts’tan yavastir; Linux ve macOS
iizerinde, Windows’ta ise WSL2 ile ¢ahgir.

__ambiguous

) -

6.19 Alternatif sayim: STAR gen sayimlar: (--quantMode GeneCounts)

STAR hizalamasi zaten --quantMode GeneCounts ile galigtirldi (Bolim 6.12); her érnek ii¢ yon ku-
ralinda gen sayimlarini iceren *_ReadsPerGene.out.tab dosyasina sahiptir. Bu tablolari birlegtirmek
featureCounts gegisini atlar. STAR, htseq union sayim kurallarim kullanir; gikt1 DESeq2 girdisidir ve
featureCounts ile kargilagtirilabilir.

R

#### Build the count matriz from STAR ReadsPerGene tables ####

files <- list.files("mapped", "_ReadsPerGene.out.tab$", full.names = TRUE)

names (files) <- sub("_ReadsPerGene.out.tab$", "", basename(files))

scol <- 4 # 2 = unstranded, 3 = forward (-s 1), 4 = reverse
# (-s 2)

read_star <- function(f) {

x <- read.delim(f, header = FALSE, skip = 4) # drop N_unmapped/N_multimapping/N_

< noFeature
# /N_ambiguous

setNames(x[[scoll]l, x[[111)
}
mats <- lapply(files, read_star)
stopifnot(length(unique(lapply (mats, names))) == 1) # identical gene order in every sample
cts <- do.call(cbind, mats)
library (DESeq2)
source(file.path(Sys.getenv("BULK_CODE"), "R/contracts.R"))
cfg <- read_analysis()
cts <- check_counts(cts)
coldata <- read_samples(colnames(cts), cfg)
dds <- DESeqgDataSetFromMatrix(countData = cts, colData = coldata, design = cfg$design)

Temel parametreler

skip = 4, genlerden 6nceki dort STAR 6zet satirini ¢ikarir. scol, yon siitununu secer ve Bolim 6.14
kararina uymalidir: 2 iplik yonsiiz, 3 ileri, 4 ters. check_counts (), saklama kipini degistirmeden 6nce
tamsay1 sayimlar: denetler. read_samples (), bagimsiz hazirlanmig iist veriyi esler ve yapilandirilmig
tasarimi denetler.

Dikkat edilmesi gerekenler

STAR  indeksinin --sjdbGTFfile ile olugturulmug olmasi gerekir; aksi durumda
ReadsPerGene.out.tab bos kalir. Bu tablolarda anotasyon siitunu yoktur. Ilk alt1 siitunu
atan featureCounts ige aktaricisim kullanmayin; gergek ornek stitunlarmm silmis olursunuz (Bo-
lim 8). Caligsma boyunca tek bir scol se¢in. Sayim araglarimin atama ve ¢oklu egleme kurallari
farkhidir; kargilagtirmay: eglesen anotasyon ve ayarlarla yapin, énemli ayriliklar: aragtirin.
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6.20 Hizalamasiz nicelendirme (Salmon)

Salmon ve kallisto, baz diizeyinde genom hizalamasim atlar; okumalar transkriptoma egleyip transkript
bolluklarini dogrudan kestirir. Bu yol hizlidir ve STAR1n onlarca GB bellegine karsi birkag GB kulla-
nabilir. Salmon, parca GC ve dizi yanlilig: etkilerini de modeller. Transkript kestirimlerini tximport ile
gen diizeyine aktarin; uygun DESeq2 olusturucusu transkript uzunlugu ofset degerlerini saglar. Yardimci
kodda ayr1 bir Salmon baglangi¢ betigi bulunur.

Komut satairi

# Transcript-only illustration; use a decoy—aware transcriptome for selective alignment.
# Pass ——decoys decoys.txzt with a matching transcriptome-plus—decoy FASTA.
salmon index —t ref/transcripts.fa -i ref/salmon_idx -k 31
salmon quant -i ref/salmon_idx -1 A \
-1 trimmed/SRR16356854_1.trim.fq.gz -2 trimmed/SRR16356854_2.trim.fq.gz \
—--gcBias -p 8 -o quant/SRR16356854

R

library(tximport); library(DESeq2)

source(file.path(Sys.getenv("BULK_CODE"), "R/contracts.R"))

cfg <- read_analysis()

coldata <- read_samples(cfg = cfg)

files <- setNames(file.path("quant", coldata$sample, "quant.sf"), coldata$sample)

tx2gene <- read.delim("config/tx2gene.tsv", colClasses = "character")
txi <- tximport(files, type = "salmon", tx2gene = tx2gene) # tz2gene: transcript —-> gene
# map

dds <- DESegDataSetFromTximport(txi, colData = coldata, design = cfg$design)

Dikkat edilmesi gerekenler

Diferansiyel ifade i¢in ham saywmlar kullanin veya transkript uzunlugunu diizelten ofseti tximport
araciligiyla saglayin. Salmon, secici hizalama sirasinda yaniltici eglesmeleri denetlemek icin genomik
dizilerin (decoy) kullanilmasini 6nerir; yalmzca transkript igeren indeks daha basit bir érnektir. [73]
Sayim temelli DE analizini TPM veya FPKM iizerinde yapmayin: Bunlar 6rnek i¢i normallegtirme-
lerdir ve modellerin gerektirdigi sayim diizeyi bilgisini kaybettirir.

6.21 Tek uglu okumalar

Govdede ¢ift uglu veri varsayilir. Tek uglu (SE) kiitiiphaneler okuma igleme segeneklerini degigtirir; sa-

yim matrisinden sonraki DESeq2, zenginlesme ve gekil agamalar1 aym ¢ergeveyi kullanir. Agama bagina

degigiklikler goyledir:

o Indirme. SE kayd: tek FASTQ iiretir; _1/_2 ayrimi yoktur. fasterq-dump varsayilan --split-3 kipi
bunu igler.

o fastp. ——detect_adapter_for_pe segenegini kaldirin; bu segenek c¢ift uglu ortiisme saptamasi igindir.
Yalnizca -i/-o kullanin; -I/-0 eklemeyin. SE adaptor kirpma varsayilan olarak aciktir; fastp faz-
la temsil edilen 3' adaptoriinii arar. Otomatik saptama kagiriyorsa —-adapter_sequence <SEQ> verin.
-q/-1 degismez.

e STAR. --readFilesIn reads.fq.gz icin tek dosya verin.
o HISAT?2. -1/-2 yerine -U reads.fq.gz, yon i¢in -—rna-strandness R veya F kullanin.

o featureCounts. Cift uglu veriye 6zgii -p ve --countReadPairs seceneklerini kaldirin; -s kalsin.
htseq-count degisiklik gerektirmez.

« Iplik yonliiliigii. RSeQC infer_experiment.py calismaya devam eder; SE i¢in readl/read2 ériintiileri
yerine "++,--" ve "+-,-+" bildirir.
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Dikkat edilmesi gerekenler

Tek uc¢lu BAM iizerinde -p/--countReadPairs birakmak featureCounts sayimini bozabilen yaygin
bir hatadir. SE, gen diizeyinde DE icin ekonomik bir segenektir; ¢ift uglu veri izoformlari, ekzon birle-
sim noktas: bélgelerini ve coklu eslenen okumalar1 daha iyi ¢ézebilir. Izoform diizeyindeki sorularda
¢ift uclu tasarimi tercih edin.

7 Alternatif baslangi¢c noktalar:

Onceki boliimlerde ham okumalardan sayim matrisi elde edildi. Elinizde islenmis veri varsa ayni analizlere
uygun bir ara agamadan baglayabilirsiniz. Hazir sayim matrisi veya GEO mikrodizi serisi, diferansiyel gen
ifadesi agamasinin girdisidir (Béliim 8). Onceden hesaplanmig sonug tablosu ise gen bagina istatistikleri
zaten igerdigi i¢in dogrudan zenginlesme ve uygun sekil agamalarina baglanir (Boliim 9 ve 11).

7.1 Bir sayim matrisi ile baglama

Gen x 6rnek sayim matrisi 6nceden iiretilmis veya indirilmigse kabuk agamalarini atlayip dogrudan DE-
Seq?2 i¢ine alin. Diiz matriste bulunmayan anotasyon siitunlarini yanhglikla silmemek igin featureCounts
ige aktaricisindan degil, veri kiimesini kurma, on filtreleme ve referans diizeyi ayarlama adimindan devam
edin (Bélim 8).

R

source(file.path(Sys.getenv("BULK_CODE"), "R/contracts.R"))

cfg <- read_analysis()

cts <- read_count_matrix("counts/matrix.tsv")

coldata <- read_samples(colnames(cts), cfg)

dds <- DESeqgDataSetFromMatrix(cts, coldata, design = cfg$design)

Dikkat edilmesi gerekenler

Ham tamsayr sayimlar kullanin. Ondalikli degerler normallestirilmis nicelikler veya kestirilmis sa-
yimlar olabilir; kokenlerini belirleyin. Desteklenen transkript kestirimlerini tximport ile alin (Bo6-
liim 6.20); TPM’yi yuvarlayip DESeq2’ye vermeyin. Once sondaki htseq/STAR &zet satirlarim ¢ika-
rin. Gen kimligi tiirtinii (Ensembl, symbol, Entrez) bu agamada kaydedin; anotasyon ve zenginlesme
buna baghdir (Boliim 8.6 ve 9).

7.2 Bir diferansiyel gen ifadesi sonug¢ tablosuyla baglama

Bir ¢ahigma arkadasimnin DESeq2/edgeR/limma tablosu veya bir ¢calismanin ek dosyasi, diferansiyel ifade
istatistiklerini hazir saglayabilir. Bu durumda istatistikleri yeniden hesaplamadan zenginlesme, ag ve
yalnizca sonug tablosu gerektiren sekil asamalarina gecilebilir. Once siitun adlarimi sonraki kodun bekledigi
bigime getirin.
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R

source(file.path(Sys.getenv("BULK_CODE"), "R/contracts.R"))

cfg <- read_analysis()

res_df <- read.delim("input/de_table.tsv", check.names = FALSE)
stopifnot("gene_id" %inJ, names(res_df))
check_ids(res_df$gene_id, "Result gene IDs")

rownames (res_df) <- res_df$gene_id

# rename to the canonical columns used from here on

names (res_df) [names(res_df) == "logFC"] <- "log2FoldChange" # edgeR / limma name
names (res_df) [names(res_df) == "adj.P.Val"] <- "padj" # limma name
names (res_df) [names(res_df) == "FDR"] <- "padj" # edgeR name

stopifnot(all(c("log2FoldChange", "padj") %in’% names(res_df)))
res <- check_results(res_df) # retain gene identities; use the companion result—only
< adapter

Dikkat edilmesi gerekenler

Caligtirilabilir tablo alma yolu agik bir gene_id siitunu, belirtilmis kimlik ad uzay1 ve gegerli sayisal
istatistikler ister. Kat degisimi yoninin amaclanan kargilagtirma, yani treated/control yoniiyle egles-
tigini dogrulayin; isaretin ters olmasi sonraki tiim yén yorumlarim tersine gevirir. Sayim gerektiren
PCA, 6rnek uzaklig, ifade 1s1 haritas: ve se¢ilmis gen incelemesi sayimlar olmadan ¢aligmaz; bunlar
atlayip volkan grafigi ve zenginlesmeyi kullanin. MA ayrica uyumlu bir bolluk 6l¢iisii ister; genel
bir DE tablosu bunu icermeyebilir. Kimlikler gen semboliiyse eslemede fromType = "SYMBOL" segin
(Boliim 9) ve Ensembl siirtim eki kaldirma satirini kullanmayin.

7.3 limma ile GEO mikrodizi serisi

GEO mikrodizi serisi DESeq2 yerine limma ile analiz edilir ve ayni res sonug yapisim iiretir. Yardimci
betikler ifade matrisiyle 6rnek iist verisini gekillere uyarlar; sayimlara 6zgii DESeq2 yontemleri bu matrise
uygulanmaz. Normallestirilmis seri matrisini alin, belgelenmis 6n islemeyi ve ifade 6lgegini belirleyin, tek
platform segin, belirsiz olmayan problari genlere 6zetleyin; sonra belirtilen tasarim ve karsilagtirmay:
modelleyin.
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R

library(GEOquery); library(limma)

source(file.path(Sys.getenv("BULK_CODE"), "R/contracts.R"))

cfg <- read_analysis()

series <- getGEO("GSE5583", GSEMatrix = TRUE, AnnotGPL = TRUE)

platform <- "<GPL accession>" # inspect annotation for each returned platform

selected <- vapply(series, function(x) annotation(x) == platform, logical(1))
stopifnot(sum(selected) == 1)

gse <- series[[which(selected)]]

expr <- exprs(gse) # probes = samples (usually already normalised)

# log2 only if the values look like linear intensities (GEU2R heuristic)
scale <- "log2" # explicitly set from the deposit/platform documentation
if (scale == "linear") {

stopifnot(all(is.finite(expr)), all(expr > 0))

expr <- log2(expr)

}

# collapse probes to gene symbols, keeping one value per gene

sym <- fData(gse)$"Gene symbol" # column name varies by platform
keep <- !is.na(sym) & nzchar(sym) & 'grepl("///l;|,", sym)

expr <- avereps(expr[keep, , drop = FALSE], ID = sym[keep])

coldata <- read_samples(colnames(expr), cfg) # explicit sample IDs and condition

design <- model.matrix(cfg$design, coldata)

fit <- eBayes(1mFit(expr, design), trend = TRUE, robust = TRUE) # limma-trend

res <- topTable(fit, coef = "conditiontreated", number = Inf) # verify against colnames(
< design)

names (res) [names(res) %in% c("logFC", "adj.P.Val")] <- c("log2FoldChange", "padj")

Log?2 6lgegindeki expr matrisi, Boliim 11°deki 6rnek yapisi gekillerinde varyansi dengelenmis matris yerine
kullanilir.

Dikkat edilmesi gerekenler

Cogu GEO seri matrisi zaten normallegtirilmistir; tekrar normallegtirmeyin veya ikinci kez log do-
niigimii yapmayin. Veri saglayicinin 6n isleme kaydini ve platform belgelerini kullanin. Deger ara-
liklar1 tanisal ipucudur; tek bagina doniigiim kurali degildir. Gen sembolii stitununun adi degisebilir:
Gene symbol, Gene Symbol, gene_assignment. fData(gse) igerigini inceleyin. Birden ¢ok probu bu-
lunan genleri her gen bir kez goriinecek bigimde birlegtirin. Ham Affymetrix CEL dosyalari igin
affy: :ReadAffy(), ardindan affy: :rma() ile normallestirilmis matris elde edilir.

8 DESeq2 ile diferansiyel gen ifadesi

8.1 Sayimlari ice alma ve Ornek iist veri tablosu olusturma

Modelde her sayim siitunu, ilgili 6rnegin kogul ve tasarim bilgileriyle birlikte degerlendirilir. Bu nedenle
featureCounts matrisini okuduktan sonra alt1 anotasyon siitununu ¢ikarin ve satir sirasi sayim siitunlariyla
tam olarak eslesen bir colData tablosu olugturun.
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R

#### Setup (run once) ####

if (!requireNamespace("BiocManager", quietly = TRUE)) install.packages("BiocManager")
BiocManager: :install(c("DESeq2", "apeglm"))

library(DESeq2)

source(file.path(Sys.getenv("BULK_CODE"), "R/contracts.R"))

cfg <- read_analysis()

#### Import the featureCounts matrixc ####

fc <- read.delim("counts/counts.txt", comment.char = "#", check.names = FALSE)
rownames (fc) <- fc$Geneid

cts <- as.matrix(fc[, -(1:6)]) # drop Geneid,Chr,Start,End,Strand,Length

cts <- check_counts(cts) # reject decimals, missing/negative counts first

# featureCounts names columns after the BAM paths -- tidy them
colnames(cts) <- gsub("_Aligned.sortedByCoord.out.bam$", "", basename(colnames(cts)))

#### Sample metadata: tdentity, design, and covariates ####
coldata <- read_samples(colnames(cts), cfg)
stopifnot(identical (rownames(coldata), colnames(cts)))

Dikkat edilmesi gerekenler

Bagimsiz olarak hazirlanmig 6rnek iist verisini sayim stitunlarina kimlikle esleyin. Kosullar siitun
konumuna gore atanirken {ist veri satir adlar1 da ayni stitunlardan olugturulmusgsa sira kontroli iglev-
sizdir. Yardime kod, model kurmadan 6nce yinelenen /eksik kimlikleri, farkli 6rnek kiimelerini, eksik
es degigken alanlarini ve etkileri karigmig tasarim durumunu reddeder. Sayiumlar TPM/FPKM /CPM
degil, ham tamsay1 olmahidir; DESeq2 sayimlari modeller ve normallegtirmeyi kendi iginde yapar.

8.2 Veri kiimesini kurma, on filtreleme ve referans diizeyini se¢gme

Varsayilan ~ condition tasarimi, ifadeyi gruba gére modeller. Ice alma, model kurma ve disa aktarma
boyunca ayni cfg$design, referans ve kargilagtirmay:r kullanin; tanimlanabilir bir teknik parti veya es-
lestirilmis donér terimi gerektiginde yapilandirmayr degistirin. On filtreleme, model kurulmadan 6nce
neredeyse bog genleri ¢ikarir.

R

dds <- DESegDataSetFromMatrix(countData = cts,
colData = coldata,
design = cfg$design)

# keep genes with > = 10 reads in at least the smallest group's size
smallestGroup <- min(table(coldata$condition))

keep <- rowSums(counts(dds) > = 10) > = smallestGroup

dds <- dds[keep, 1]

# define the baseline level explicitly
dds$condition <- relevel(dds$condition, ref = cfg$reference)
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Temel parametreler

cfg$design, incelenmis modeli saglar; 6rnegin ~ batch + condition, tanimlanabilir teknik parti etki-
sini denetler. On sayim kural 6gretici bir baglangigtir. Esigi ylikseltmek modele giren gen sayisini ve
hesaplama yiikiint azaltir; gercekten degigen diigiik bolluklu genleri de diglayabilir. Esigi diigiirmek
daha az bilgi tagiyan testleri korur. Test ailesi degistiginden, giiciin stirekli artacagini varsaymak ye-
rine kalan genleri ve diigiik sayim tanilarin inceleyin. cfg$reference, paydadaki referans diizeyini
belirler. [69]

Uygulama notu

Bilinen bir teknik parti/dizileme hatt1 etkisi varsa tasarimda ilgilenilen degiskenden énce yer verin:
~ batch + condition. Tasarim tanimlanabilir oldugunda DESeq2, teknik partiye gore diizeltilmis
kosul etkisini kestirir. Kogulla tamamen karigmig bir teknik parti etkisi modele terim ekleyerek ayri-
lamaz. VST, PCA’daki teknik parti etkilerini kaldirmaz; yalnizca goriintiileme i¢in yapilan diizeltme
biyolojik tasarimi korumahdir. [69]

8.3 DESeq2 calistirma ve sonuglar: alma

Kiitiiphane derinligi ve RNA bilegimi, gen bollugu ayni 6lgiide degismeden de sayimlar: degistirebilir. DE-
Seq2, yeterli sayida kararli gen veya gerekgelendirilmis bir kontrol kiimesi varsayimiyla 6lcek faktorlerini
kestirerek ayni genin 6rneklerini ortak bir goreli 6lgege tagir. Bu iglem hiicre bagina mutlak RNA o6l¢iimi
saglamaz. Tekrarlar, sayimm Orneklemesinin 6tesindeki degiskenligi gosterir; negatif binom modelindeki
sagilim bu ek degigkenligi tanimlar. Tasarim beklenen sayimlar: es degiskenlere baglar; kogul katsayisi,
tanimlanan log, kat degigimini belirsizligiyle birlikte kestirir. Normallestirme, teknik partiyle tamamen
karigmig kogul etkisini geri kazandiramaz. DESeq() bu bilegenleri kestirip modeli kurar; results(), sifir
etkiye karsi olagan Wald testini, 1fcShrink() ise goriintiilleme i¢in daha kararh etki kestirimlerini verir.
[69]

R

dds <- DESeq(dds)
resultsNames (dds) # inspect the coefficient names

#### Wald test: treated vs control ####
res <- results(dds,
contrast = cfg$contrast,
alpha cfg$alpha)

#### Shrunken log2 fold changes (for ranking, MA & volcano) ####

stopifnot(cfg$coefficient %inJ, resultsNames(dds))

resLFC <- 1fcShrink(dds,
coef
type = "apeglm")

cfg$coefficient, res = res,

summary (res)
sum(res$padj < cfg$alpha, na.rm = TRUE) # number of significant genes

Temel parametreler

cfg$contrast, pay/payda yonindeki kargilagtirmay1 tammlar; varsayilan yon treated/control bigi-
mindedir. Degeri 0,05 olan cfg$alpha, hem bagimsiz filtreleme hedefini hem de raporlama esigini
saglar. Biizlilme agamasinin farkl bir ¢ikarim tablosu iiretmemesi icin eglesen res nesnesini ve yapi-
landirmadaki tam katsayiy1 1fcShrink(type = "apeglm") islevine verin. Testler i¢in res korunur;
goriintillemeye yalmzca biiziilmig LFC degerleri aktarilir. [11, 69]
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Dikkat edilmesi gerekenler

padj = NA, bagimsiz filtreleme veya aykir1 deger kuralindan kaynaklanabilir; bu eksikligi ko-
ruyun. Olagan DE se¢imi res$padj < cfg$alpha kosuluna dayanir. Buna eklenen go6zlenen
abs (res$log2FoldChange) > cfg$lfc_cutoff kosulu, burada sonraki listeler icin kullanilan ke-
sif amagh siizmedir; kalan alt kiime baglangictaki FDR giivencesini kendiliginden tagimaz. Bu segim,
agagida agiklanan gercek etkinin bir marji agip agsmadig1 testinden farkhidir. Biiziilmiis degerler gra-
fikteki konumlar1 belirler; 6zgiin etkiler ve standart hatalar gikarim ve caligmalar arasi birlegtirme
i¢in korunur.

Varsayimsal sonug. treated/control kargilagtirmasinda bir genin ham log,FC degerinin 1,5, 1fcSE de-
gerinin 0,3 ve padj degerinin 0,004 oldugunu varsayalim. Kestirilen goreli bolluk tedavi érneklerinde
yaklagik 21° = 283 kattir; karsilagtirma ters cevrildiginde yaklagik 0,35 kat olur. Standart hata log,
Olgegindeki belirsizligi gosterir; ayni etkide daha biiyiik standart hata, daha az kesin kestirim demek-
tir. Varsayimsal biiziilmiis LFC degeri 1,2 ise 6zgiin test degismeden grafikteki nokta yer degistirir. Bu
satir olagan 0,05 esigini ve gbzlenen etki igin 1 simirim geger; ancak gercek LFC degerinin 1'i agtigim
kanitlamaz.

Gerektiginde etki esigini hipoteze katin. Olagan DE testinde padj < 0.05 kosulunu saglayan genle-
ri secip gozlenen |log, FC| > 1 ile siizmek, kalan alt kiimeye baglangigtaki FDR giivencesini kendiliginden
tagimaz. Bilimsel soru énceden belirlenen bir marji agan etki gerektiriyorsa buna uygun esgik testi kullanin;
DESeq2’de 1fcThreshold ve altHypothesis = "greaterAbs", edgeR’de glmTreat bu amagla kullanila-
bilir. Etkinin bir marjin icinde kaldigina iliskin kanit ise esdegerlik testiyle degerlendirilir. iki yaklagim da
degisimin tam olarak sifir oldugunu gostermez. Birincil testi degistirmeden 6nce giincel yontem belgelerini
inceleyin [69, 78].

8.4 Esdegerlik testi: Anlaml bir simir icindeki etkiler

Siradan bir testin anlamli olmamasi, degisim i¢cin yeterli kanit bulunmadigr anlamina gelir; degisim ol-
madigenen kanit1 degildir. DESeq2, belirtilen tolerans i¢indeki etkileri belirlemek igin iki tek yonlii teste
dayanan egdegerlik testi (TOST) sunar. Test, log, kat degisiminin 4+ 1fcThreshold bandinin dusinda
degil, i¢inde olup olmadigini sorgular [62].

R

# Choose this margin from biological relevance before inspecting results.
res_eq <- results(dds, contrast = cfg$contrast,

1fcThreshold = cfg$equivalence_margin,

altHypothesis = "lessAbs", alpha = cfg$alpha)
equivalent <- subset(as.data.frame(res_eq), padj < cfg$alpha)
write.csv(equivalent, "results/equivalent_within_margin.csv")

Temel parametreler

1fcThreshold = 1, 6rnek esdegerlik bandidir: |log, FC| < 1, yani iki kat degisim simir1. Biyolo-
jik olarak gerekcelendirilmis toleransi analizden Once secin. altHypothesis = "lessAbs", mutlak
etkinin egikten ki¢iik oldugunu smar; TOST alternatif hipotezi budur. padj < alpha, segilen karsi-
lagtirmanin belirtilen sinir i¢inde kaldigina dair kanit1 gosterir; etkinin tam sifir olduguna dair kanit
degildir. [69]

Girdiler ve ciktilar

Girdi: Modeli kurulmug dds. Cikt1: Kat degisimi anlamli bicimde bant i¢inde kalan genleri iceren

results/equivalent_within_margin.csv.
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Dikkat edilmesi gerekenler

iki 6lciitii de karsilamayan bir gen icin bu testlerle sonug kesin degildir; belirsizlik veya sinira yakin
etki buna yol agabilir. Kag genin gectigini gordiikten sonra tolerans bandini genigletmeyin. Siniri,
tekrar sayisini ve kesinligi birlikte planlayin; calisma ilgili etkileri ayiramiyorsa belirsizligi koruyun.
Ornegin temel hiicresel islevlerde gorevli bir geni kontrol olarak kullanirken ifadesinin anlamli bir
tolerans iginde esdeger kaldigini gostermek icin bu testi kullanin; siradan biiyiik bir p degeri bu
iddiay1 desteklemez.

8.5 Sayimlari doniistiirme ve digsa aktarma

Varyans dengeleme doniigiimii (VST), sayumlar1 PCA, kiimeleme ve 1s1 haritalar i¢in yaklagik eg varyansl,
log benzeri bir 6lcege tagir. Ardindan sonug tablosunu diske yazin.

R

vsd <- varianceStabilizingTransformation(dds, blind = FALSE) # also works with small gene
< panels

# ordered results table to disk

res_out <- as.data.frame(res)

res_out <- res_out[order(res_out$padj), ]
write.csv(res_out, "results/DE_results.csv")
save_analysis(dds, res, resLFC, assay(vsd), coldata, cfg)
saveRDS(vsd, "results/vsd.rds")

Uygulama notu

vst (), egilimi kestirmek i¢in genlerin alt kiimesini kullanan hizli bir sarmalayicidir; varsayilan alt
kiime gok kiiciik gen panellerine uygun degildir. Tam varianceStabilizingTransformation() bu
alt kiilme boyutu kisitindan kacinir. rlog(), ozellikle 6lgek faktorleri cok degistiginde yararli bagka
bir doniigiimdiir; 6rnek sayis1 arttik¢a yavaglar. Doniigiimiin tasarimi kullanmasi i¢in blind = FALSE
se¢in.

8.6 Gen anotasyonu (AnnotationDbi ve biomaRt)

Sayimlar kararli gen kimlikleriyle anahtarlanir: Ensembl ENSG. .. veya Entrez numaralari. Gen sembol-
leri sonug tablolarini daha okunabilir kilabilir; zenginlegtirme analizi ise secilen veri tabaninin veya gen
kiimesinin bekledigi kimlik tiiriinii gerektirir. Ek anotasyonlar biyotip ve uzunluk bilgilerini icerebilir. ki
arayiiz bu gereksinimlerin ¢ogunu karsilar.

OrgDb ile AnnotationDbi (¢evrim digi, hizli). mapIds(), 6nceden hazirlanmig organizma veri ta-
banimi sorgular. Insan icin org.Hs.eg.db; diger organizmalarda uygun tiir paketi kullanilir.
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R

library(AnnotationDbi)
library(org.Hs.eg.db)

ids <= sub("\\..*$", "", rownames(res)) # strip Ensembl wersion suffixz: ENSG...".7" ->
<~ ENSG. ..
single_target <- function(x) {
x <- unique(x['is.na(x)])
if (length(x) == 1L) x else NA_character_
}
res$symbol <- mapIds(org.Hs.eg.db, keys = ids, keytype = "ENSEMBL",
column = "SYMBOL", multiVals = single_target)
res$entrez <- mapIlds(org.Hs.eg.db, keys = ids, keytype = "ENSEMBL",
column = "ENTREZID", multiVals = single_target)
columns (org.Hs.eg.db) # all fields you can map to

biomaRt (¢evrim i¢i Ensembl, kapsamli 6znitelikler). OrgDb i¢inde bulunmayan gen biyotipi, kro-
mozom ve koordinatlar, GC igerigi, transkript uzunluklar1 ve tiirler arasi homoloji alanlar1 i¢in kullanin.

R
library(biomaRt)
mart <- useEnsembl(biomart = "genes", dataset = "hsapiens_gene_ensembl")
ann <- getBM(
attributes = c("ensembl_gene_id", "external_gene_name", "gene_biotype",
"chromosome_name", "start_position", "end_position"),
filters = "ensembl_gene_id",
values = ids,
mart = mart)

Dikkat edilmesi gerekenler

Eslemeden 6nce Ensembl siiriim ekini, érnegin ENSG00000141510.7 igindeki .7’yi ¢ikarin; aksi halde
anahtarlar eglesmeyebilir. Gen biyotipi, protein_coding se¢imi gibi 6zellik siniflandirmalarim destek-
ler. rRNA veya mitokondri bollugu kestirimi ayrica uygun 6zellik anotasyonlar: ve ifade sayimlar
gerektirir. Bire ¢ok ve ¢oga bir eslesmeler olabilir. multiVals = "first", bir kaynagin birden ¢ok
hedefinden ilkini seger; biyolojik belirsizligi ¢6zmez. Yardimci kod tiim eglesmeleri digsa aktarir ve key-
f1 hedef se¢gmek yerine belirsiz tek-degerli anotasyonu eksik birakir. Genel Ensembl sunucusu zaman
zaman erigilemeyebilir; useEnsembl (..., version = 110) ile siiriim sabitleyin veya ayna sunucu
kullanin. AnnotationHub/ensembldb (EnsDb), siiriimlenmis gevrim digi yedek olabilir.

8.7 Ilgilenilen genlerin incelenmesi

Genom ¢apindaki tabloya ek olarak belirteg, yolak {iyesi veya aday gibi birka¢ genin ifadesi incelenebilir.
Farkli derinlikteki kiitiiphaneleri karsilagtirabilmek i¢in normallestirilmis sayimlardan c¢aligin.
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R

#### One gene as a labelled count plot ####
goi_id <- rownames(res) [match("TP53", res$symbol)] # symbol -> Ensembl ID (from the
< annotation step)
plotCounts(dds, gene = goi_id, intgroup = "condition") # base-R dotplot of normalised counts

#### A panel of gemes: mormalised counts (genes x samples) ####
goi <- c("TP53", "MDM2", "CDKN1A")

ids <- rownames(res) [match(goi, res$symbol)]

counts(dds, normalized = TRUE) [ids, ]

#### Their effect sizes and significance, from the results table ####
res[ids, c("log2FoldChange", "pvalue", "padj")]

Uygulama notu

Olgek faktoriine boliinmiis normallestirilmis sayimlar, ham sayimlardan farkli olarak aymi genin
ornekler arasindaki degerlerini kargilagtirilabilir kilar. Sekil diretmek igin plotCounts ¢agrisinda
returnData = TRUE kullanip grafigi ggplot2 ile yeniden kurun; kosula gére geom_jitter ve gere-
kirse log 6lgek kullanilabilir. Anlamliligr gruplar arasindaki gorsel araliktan degil, padj degerinden
okuyun.

8.8 DE yontemlerini karsilagtirma: edgeR ve limma-voom

Ayn sayim matrisi DESeq2 yerine edgeR veya limma-voom ile de analiz edilebilir; ti¢ii yerlesik yontem-
lerdir ve ¢ogu durumda benzer sonuglar verir. edgeR, yar olabilirlik testli negatif binom GLM kurar [42];
limma-voom, sayimlar kesinlik agirlig: iceren log-CPM degerlerine dontistiiriip dogrusal model kurar [43].
Yontemi modeline, tasarim destegine ve tamsal sonuclarina gore segin; 6rnek sayisi tek bagina uygun
yontemi belirlemez. Tkisi de Bolitm 8’deki ayni cts ve coldata girdilerinden baslar.

Paketin yetenekleri ve bu kodun girdi s6zlesmesi farkhidir. edgeR v4, kesirli sayimlar: destekler ve
kiigiik sayimlar i¢in yar1 olabilirlik kestirimini yeniler [78]. Bu 6zellik, herhangi bir normallegtirilmis ifade
matrisinin sayim olarak kullanilabilecegi anlamina gelmez. Buradaki ortak tamsay1 matrisi girig noktasi
kesirli degerleri bilingli olarak reddeder; tahmini transkript sayimlar: belgelenmis tximport yolundan ali-
nir. TPM degerlerini yuvarlamak veya girdi sézlesmesini sessizce degistirmek yerine nicelendirme aracini,
ofset yaklagimini ve kullanilan modeli kaydedin.
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edgeR (yar: olabilirlik F testi).

R

library(edgeR)
design <- model.matrix(cfg$design, data = coldata)
coefficient <- pasteO(cfg$contrast[1], cfg$contrast[2])

stopifnot(coefficient %in) colnames(design), cfg$contrast[3] == cfg$reference)

v <- DGEList(counts = cts, group = coldata$condition) # raw integer counts

keep <- filterByExpr(y, design = design) # filter for the declared model

y <- ylkeep, , keep.lib.sizes = FALSE]

v <- normLibSizes(y) # TMM normalisation (older edgeR

< : calcNormFactors)

y <- estimateDisp(y, design) # gene-wise + trended
<~ dispersions
fit <- glmQLFit(y, design) # quasi-likelihood negative—
< binomial GLM
qlf <- glmQLFTest(fit, coef = coefficient) # declared condition effect
topTags(qlf, n = 20) # ranked table, BH-adjusted FDR

limma-voom (yukarida filtrelenen, TMM ile normallestirilen y ve design nesnelerini kulla-
nir).

R

library(limma)

v <- voom(y, design, plot = TRUE) # mean-variance trend —> per—-observation precision
<~ wetghts

fit <- 1mFit(v, design) # weighted least-squares linear model per gene

fit <- eBayes(fit, robust = TRUE) # moderated t-statistics, robust to hypervariable
— genes

topTable(fit, coef = coefficient, number = 20) # ranked results

Temel parametreler

filterByExpr, tasarima gore zayif ifade edilen genleri gikarir; edgeR/limma igin 6nerilen 6n filt-
redir. normLibSizes (eski adi calcNormFactors), TMM o6lgek faktorlerini hesaplar. glmQLFit ve
glmQLFTest, kii¢iikk n durumlarinda da kullanilan edgeR yar: olabilirlik testidir. coefficient, ya-
pilandirilan pay diizeyini referansina kars1 adiyla secer; boylece es degisken eklendiginde test edilen
siitun sessizce degigmez. voom, ortalama—varyans iligkisini modelleyerek limma dogrusal modelini
sayim verisine uyarlar.

Dikkat edilmesi gerekenler

Bu yontemlere ham sayimlar veya hizalamasiz yol igin tximport wuzunluk ofsetleri verin;
TPM/FPKM kullanmaym. Bu 6rnek igi normallegtirmeler modelin dayandig sayim bilgisini kay-
bettirir. Yontemlerin uyumu tasarima, filtrelemeye, sacilim kestirimine ve veriye baghdir. Yontemler
arasi uyum bir duyarlilik kontrolii saglar; deneyin amaclanan etkiyi belirlediginin kanit1 degildir.
DESeq2 karsilagtirmasinda oldugu gibi coef/contrast se¢imini tasarimla tam eglegtirin.
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9 Islevsel zenginlesme

Zenginlesme analizinde kullanilan gen listesi, sorulan soruyu belirler. Agure temsil analizi (ORA), an-
lamli gen listesinin bir kategoride zenginlesip zenginlesmedigini sorgular. Gen kiimesi zenginlesme analizi
(GSEA) ise sert egik uygulanmamisg sirale gen listesini kullanir; bir kategorinin genlerinin listenin tist veya
alt uglarmda toplanip toplanmadigini inceler. Ikisi de clusterProfiler ile yiiriitiiliir [12]. GO agir1 temsil ve
GSEA ile hastalik ontolojisi i¢in organizma kapsami denetlenmis bir Bioconductor 0OrgDb gerekir. KEGG
bir KEGG genom kodu kullanir; bunlarin bulunmadigr organizmalarda g:Profiler veya 6zel gen kiimeleri
kullamlabilir (Boliim 9.4).

9.1 Gen kimliklerini esleme ve arka plan gen kiimesi tanimlama

Zenginlesme iglevleri ENTREZ kimlikleri ve uygun bir arka plan gen kiimesi bekler: Bu kargilagtirmanin
secim kuralina uygun tiim genler. Eglemeden 6nce Ensembl siiriim eklerini ¢ikarin.

R

#### IDs ####
library(clusterProfiler)

library(org.Hs.eg.db) # swap for your organism's OrgDb
res_df <- as.data.frame(res)
res_df$ENSEMBL <- sub("\\..*$", "" rownames(res_df)) # ENSG000...".7" —=> ENSGO00O. ..

# map every tested gene to ENTREZ (this becomes the universe)
map_all <- bitr(res_df$ENSEMBL, fromType = "ENSEMBL",
toType = "ENTREZID", OrgDb = org.Hs.eg.db)
write.csv(map_all, "results/enrichment_mapping_all.csv", row.names = FALSE)
one_target <- !duplicated(map_all$ENSEMBL) & !duplicated(map_all$ENSEMBL, fromLast = TRUE)
map <- map_all[one_target, , drop = FALSE]
res_map <- merge(res_df, map, by = "ENSEMBL")
universe <- unique(res_map$ENTREZID[!is.na(res_map$padj)])

# Exzploratory observed-effect screen, not a threshold-null test

sig_entrez <- unique(res_map$ENTREZID [which(res_map$padj < cfg$alpha &
abs(res_map$log2FoldChange) > cfg$lfc_cutoff)])
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Dikkat edilmesi gerekenler

Test edilen genleri her zaman universe = ile verin; bu alan1 atlamak veri tabani arka planini kullanir
ve bilimsel karsilagtirmay1 degistirebilir. keyType kimlik tiiriiyle eslesmeli, 0OrgDb ve organizma kodu
dogru olmalidir: Insan hsa, fare mmu vb. Kiiciik bir bitr esleme kaybi olagandir; biiyiik kayipta tiirii,
stirlim kapsamini ve ad alani bilgisini aragtirin.

Secilen liste, Boliim 8.3 icinde aciklanan olagan padj ve gbzlenen etki simirina dayal kegif amagh siizmeyi
kullanir; bu bir egik hipotezi testi degildir ve gen diizeyinde yeni bir FDR giivencesi saglamaz. Stzme
kuralim degigtirmek ORA sorusunu degigtirir. Eglenmis uygun arka plani koruyun; secilen ve uygun
genlerdeki egleme kayiplarini bildirin.

9.2 GO ve KEGG asir1 temsil analizi (ORA)
R

#### GO biological process ####

ego <- enrichGO(gene = sig_entrez,
universe = universe,
OrgDb = org.Hs.eg.db,
keyType = "ENTREZID",
ont = "BP", # BP / MF / CC
pAdjustMethod = "BH",
pvalueCutoff = 0.05,
qvalueCutoff = 0.20,
readable = TRUE) # show gene SYMBOLs

#### KEGG pathways ####

ekegg <- enrichKEGG(gene = sig_entrez,
organism = '"hsa",
universe = universe,
pvalueCutoff = 0.05)

ekegg <- setReadable(ekegg, OrgDb = org.Hs.eg.db, keyType = "ENTREZID")

head(as.data.frame(ego))

Temel parametreler

ont, GO alt ontolojisini seger: BP biyolojik stireci, MF molekiiler iglevi, CC hiicresel bilegeni gosterir.
pAdjustMethod = "BH", Benjamini-Hochberg FDR diizeltmesidir. pvalueCutoff/qvalueCutoff,
anlamhlik egikleridir. readable = TRUE/setReadable (), ENTREZ kimliklerini gen sembollerine dé-
niigtiriir.

minGSSize/maxGSSize kiime boyutu siirlary, kullanilabilir értiismeden sonraki bitytiklige uygulanir. Cok
kii¢iik kiimelerde birkag gen sonucu belirleyebilir; genig kiimeler farkli siirecleri bir araya getirebilir. Yar-
dimer koddaki en az 2 gen smir1 oyuncak GMT igindir; en ¢ok 500 sinir1 genis kiimeleri diglar. Tkisi de her
analiz i¢in dogrulanmis se¢im degildir. Daha dar sinirlar hipotezleri azaltir; kalanlar1 mutlaka iyilestir-
mez. pvalueCutoff/qvalueCutoff, raporlanan kategorileri siizer ve simanmig bir terimi gizleyebilir. Bog
tabloda ortiigmeyi, boyut filtrelerini ve kamti inceleyin; bundan etkinlik sonucu gikarmaym. [12]

Varsayimsal ORA sayimlari. Egleme ve kaynagin anotasyon kisitlarindan sonra 1.000 uygun gen
kaldigini, bunlarin 100'iniin kesif amagh siizmeyi gegtigini varsayalim. Bir terimin 50 uygun geninden
10'u segilmis olsun. GeneRatio 10/100, BgRatio ise 50/1000 olur. Rastgele segimde beklenen Ortiigme
bestir; gozlenen ortiigme bunun iki katidir. Bu sayimlar tek bagima diizeltilmis p degerini vermez; test
ve sinanan terimler arasinda ¢oklu test diizeltmesi yine gereklidir. Paydalar, ilgili kaynak ic¢in gercekten
uygun olan genlerden hesaplanmalidir.
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9.3 Sirali gen listesinde GSEA

GSEA, ENTREZ adlar1 tagiyan tim genlerin igaretli bir istatistikle biiyiikten kiigiige siralanmasin ister.
Burada ham isaretli log, FC kullanilir; analiz boyunca belirtilen ayni 6l¢iitii koruyun.

R

#### Build the ranked list ####

unique_rank <- !duplicated(res_map$ENTREZID) & !duplicated(res_map$ENTREZID, fromLast = TRUE
<)

ranked <- res_map[unique_rank & is.finite(res_map$log2FoldChange), ]

genelist <- sort(setNames(ranked$log2FoldChange, ranked$ENTREZID), decreasing = TRUE)

# Report excluded ambiguous mappings; do not select an arbitrary duplicate Tow.

#### Run GSEA (reproducible) ####
set.seed(42)

gse <- gseGO(genelist = genelist,
OrgDb = org.Hs.eg.db,
ont = "BP",
keyType = "ENTREZID",
pvalueCutoff = 0.05,
eps = 0, # accurate small p-values
seed = TRUE)

Dikkat edilmesi gerekenler

Siralama 6l¢iiti yoni korumak igin isaretli, liste yalmzca anlamli genlerden olugsmamasi igin tam ol-
malidir. set.seed() ile seed = TRUE, permiitasyon p degerlerinin yeniden iiretilebilirligini destekler.
eps = 0, ¢ok kii¢lik p degerlerinin alt siira sabitlenmesini 6nler.

Ham LFC siralamasi, kestirimin kesinligine gore agirliklandirmadan etki biiyiikliigiinii 6ne ¢ikarir. Varsa-
yimsal olarak LFC degeri 2, standart hatasi 2 olan gen; LFC degeri 1,5, standart hatas1 0,25 olan genin
iistiinde yer alir. Oysa Wald istatistikleri sirasiyla 1 ve 6 olur. Isaretli Wald istatistigiyle siralama bu
iki genin sirasim degistirir ve belirsizligi dikkate alan farkli bir soru sorar. Olgiitii yorumlamadan énce
belirtin; istenen yolag: elde etmek i¢in degistirmeyin. [69]

9.4 OrgDb olmadan zenginlesme (model olmayan organizmalar)

Yukaridaki yollar Bioconductor OrgDb gerektirir; kapsam organizmaya ve anotasyon kaynagina baglhdir.
Yolu se¢gmeden bulunabilirligini denetleyin. Organizmanin kaynaklarina gore ii¢ segenek vardir:

1. KEGG genom kodu varsa (organizma katalogunu denetleyin): KEGG ORA ve GSEA, organiz-
manin kendi gen kimlikleriyle caligir.

2. g:Profiler destegi varsa (¢ok sayida Ensembl/EnsemblGenomes organizmasi): OrgDb olmadan
web hizmeti {izerinden GO, KEGG ve Reactome kullanlir.

3. Tkisi de yoksa: Kendi gen kiimelerinizi saglaym (Boliim 9.5).

Once kimlikleri hizmetin bekledigi ad alanina déniistiiriin. KEGG, NCBI Gene kimlikleri veya organiz-
maya 0zgi lokus etiketi kullanir; bitkilerle mantarlar i¢in evrensel bir dontistiirme kurali yoktur. RefSeq
LOC+say1, piring LOC_ Os kimlikleri ve mantar lokus etiketleri farkli kurallardir. Incelenmis bir doniis-
tiirme tablosu kullanin, ad alanini belirtin, eglenmeyen ve belirsiz kayitlar: koruyun. [74]
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R

# A complete reviewed one—-to—one map for this example; NA explicitly marks unmapped genes.

res_df <- as.data.frame(res)

res_df$gene_id <- rownames(res_df)

map <- read.delim("config/kegg mapping.tsv", colClasses = "character")

ids <- map$kegg_id[match(res_df$gene_id, map$gene_id)]

sig <- res_df$gene_id[which(res_df$padj < cfg$alpha & abs(res_df$log2FoldChange) > cfg$lfc_
< cutoff)]

kegg_ids <- ids[match(sig, res_df$gene_id)]

kegg_ids <- kegg_ids[!is.na(kegg_ids)]

universe_kegg <- unique(ids[!is.na(res_df$padj) & !is.na(ids)])

keep <- !is.na(ids) & is.finite(res_df$log2FoldChange)

ranklist <- sort(setNames(res_df$log2FoldChange[keep], ids[keep]), decreasing = TRUE)

Kodu bulunan organizmalar icin KEGG (piring osa, Fusarium graminearum fgr vb.):
R

ekegg <- enrichKEGG(gene = kegg_ids, organism = "osa", keyType = "ncbi-geneid",
universe = universe_kegg, pvalueCutoff = 0.05)
set.seed(42)
kgse <- gseKEGG(genelList = ranklist, organism = "osa", keyType = "ncbi-geneid", # ranklist
< 4n same ID namespace
eps = 0, seed = TRUE, pvalueCutoff = 0.05)

g:Profiler, desteklenen organizmalarda GO/KEGG /Reactome igin kullanmlabilir:

R
library(gprofiler?2)
gp <- gost(query = sig,
organism = "osativa", # g:Profiler organism td
sources = c("GO:BP", "KEGG", "REAC"),
custom_bg = res_df$gene_id[!is.na(res_df$padjl], # the tested gemes
~ as the background
user_threshold = 0.05,
correction_method = "g_SCS") # g:Profiler's own multiple—testing
< correction
head(gp$result[, c("source", "term_name", "p_value", "intersection_size")])

Temel parametreler

organism = "osa", KEGG kodudur. Bu ¢rnekte keyType = "ncbi-geneid", NCBI Gene kimligi
kullanildigini belirtir; "kegg" yalnizca dogrulanmis yerel KEGG anahtarlarinda kullanilir. g:Profiler
icin organism, hizmetin kendi organizma kimligidir; o6rnegin osativa. sources, veri tabanlari;
custom_bg, test edilmig gen arka plani; correction_method = "g_SCS", varsayilan c¢oklu test diizelt-
mesidir. Kimlikler taninmiyorsa énce gconvert () ile déntstiiriin.

Dikkat edilmesi gerekenler

Sifir terim bildirilmesi gegerli bir negatif sonug, kiime boyutu/anlamlilik filtresi etkisi veya kimlik
uyumsuzlugu olabilir. Yorumlamadan 6nce esleme kapsamini ve uygun kiime boyutlarini inceleyin.
KEGG anahtar tiirleri organizmaya 6zgiidiir; g:Profiler gonderilen ad alanini tanimalidir. Gerektigin-
de gconvert () sonucunu inceleyin. KEGG organizma kodunu, daha sonraki STRING agamasinda ise
secilen stiriimiin destekledigi taksonu dogrulaymn (Boliim 10). Bagarili esleme zenginlegmeyi garanti
etmez; negatif zenginlegme de eglemenin bagarisiz oldugunu kanitlamasz.
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9.5 Kendi gen kiimesi kaynaginizi kullanma

Organizma i¢in uygun veri tabani yoksa veya kendi kiiratorlii kaynaginiz varsa, érnegin GMT dosyas ya
da kimlik-terim tablosu, ayni clusterProfiler iglevleriyle sinayin. Yontem organizmadan bagimsizdir; gen
kiimeleriyle gen listenizin ayni kimlik ad uzayini kullanmas: yeterlidir.

Bu bagimsiz dal, kaydedilmig sonug¢ tablosunu yeniden okur; sorguyu, uygun gen evrenini ve
siralamay1r custom_cfg$gene_namespace ad alaninda tanmimlar. Ensembl slirtim ekleri yalniz-
ca ENSEMBL kuralinda cikarihr. Onceki ENTREZ/KEGG nesneleri yerine analiz projesindeki
config/genesets/example_sets.gmt kullanilir. Oyuncak GMT yerine ayni ad alaninda incelenmis bir
dosya saglayimn ve kokenini kaydedin. Ortiisme yoksa kontrol testten énce kimlik uyumsuzlugunu bildirir;
kismi kapsam yine incelenmelidir.

R

library(clusterProfiler)
source(file.path(Sys.getenv("BULK_CODE"), "R/contracts.R"))
obj <- read_analysis_object(); custom_res <- obj$res; custom_cfg <- obj$config
ids <- native_gene_ids(rownames(custom_res), custom_cfg$gene_namespace)
sig <- ids[match(significant_ids(custom_res, custom_cfg), rownames(custom_res))]
universe_custom <- ids[!is.na(custom_res$padj)]
rank_custom <- ranked_genes(custom_res, ids)
gmt <- read.gmt("config/genesets/example_sets.gmt") # term, native gene ID
if (!length(intersect(gmt$gene, universe_custom))) {
stop("Gene sets and eligible genes have no shared IDs; check the namespace")
}
eora <— NULL
if (length(sig)) eora <- enricher(sig, TERM2GENE = gmt, universe = universe_custom,
minGSSize = custom_cfg$geneset_min_size, maxGSSize = custom_cfg$geneset_max_size)
set.seed(42)
egse <- GSEA(rank_custom, TERM2GENE = gmt, minGSSize = custom_cfg$geneset_min_size,
maxGSSize = custom_cfg$geneset_max_size, eps = 0, seed = TRUE)

Dikkat edilmesi gerekenler

Gen kiimeleri ve gen listeniz ayn: kimlikleri kullanmalidir; denetlenmeyen uyumsuzluk bos sonuca
yol agabilir; bu dalda uygun kimlikler hi¢ értiigmiiyorsa iglem durur (Boliim 9.4). read . gmt iki siitun
verir: term, gene. Iki siitunlu TERM2GENE tablosunda terim ilk, gen kimligi ikinci siitunda olmalidar.
Paketteki dort genli oyuncak ornekler, gosterim igin agik¢a en az iki genlik kiime smiri kullanir;
gercek analizde biyolojik gerekgeli sinirlar secin. Bog se¢ilmig-gen listesi ORA sonucu iiretmez; bu bir
ad alani hatasi1 degildir. Testin tiim genomla karsilagtirilmamasi i¢in uygun universe tamimlayin.

Varsayimsal bir GSEA satirinda NES = 1,8 ve diizeltilmis p = 0,02 bulunmasi, kiime tyelerinin tre-
ated/control siralamasimin pozitif ucunda yogunlagtigim gosterir. NES, zenginlegme skorunu sifir dagili-
mina gore normallegtirir; kat degisimi degildir. Pozitif zenginlesmede core_enrichment, ylriiyen skorun
tepe noktasina kadar kargilagilan ve sinyali tagiyan 6éncii alt kiime {iyelerini gosterir. Negatif NES diger
uca yonelir. Bu genleri ve siralama 6l¢iitiinii inceleyin; zenginlesme tek bagina yolagin biyokimyasal olarak
etkinlegtigini gostermez. [12]
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9.6 Zenginlesmeyi gorsellestirme

R

library(enrichplot)

dotplot(ego, showCategory = 15) # top categories: geme Tatio + size
barplot(ego, showCategory = 15) # counts per category

ego2 <- pairwise_termsim(ego) # needed before emapplot

emapplot (ego2, showCategory = 25) # network of related terms
cnetplot(ego, showCategory = 5, foldChange = genelist) # genes <-> categories
ridgeplot(gse, showCategory = 15) # GSEA: score distributions
gseaplot2(gse, geneSetID = 1:3) # GSEA running-score curves

Uygulama notu

dotplot, tek grafikte 6zet saglar: Kategoriye kars1 gen orani, gen sayisimi gosteren nokta boyutu ve
diizeltilmis p degerini gosteren renk. emapplot, birbirini tekrar eden GO terimlerini temalar i¢inde
toplar; cnetplot, kategorilere hangi genlerin katki verdigini gosterir.

9.7 Diger gen kiimesi kaynaklar: ve uzunluk yanlilig:

GO ve KEGG baglangi¢ kaynaklaridir. Aym secilmig-gen kiimesi ve sirah liste, yaygin bagka kaynaklara
da verilebilir. Bunlarin hepsi yukaridaki sig_entrez, universe ve genelList nesnelerini kullanir.

R

#### MSigDB Hallmark sets + fast pre-ranked GSEA (fgsea) ####
library(msigdbr); library(fgsea)

h <- msigdbr(species = "Homo sapiens", collection = "H") # 50 Hallmark gene sets
pathways <- split(h$ncbi_gene, h$gs_name) # sets as lists of

< ENTREZ tds
fgseaRes <- fgsea(pathways = pathways, stats = genelList) # genelList = signed,

— ranked, named

#### Reactome pathways ####

library(ReactomePA)

react <- enrichPathway(gene = sig_entrez, universe = universe,
organism = "human", readable = TRUE)

R

#### Any MSigDB collection through clusterProfiler (e.g. C2 canonical pathways) ####
library(clusterProfiler)
c2 <- msigdbr(species = "Homo sapiens", collection = "C2", subcollection = "CP:REACTOME")
emsig <- enricher(sig_entrez, TERM2GENE = c2[, c("gs_name", "ncbi_gene")],

universe = universe)

Temel parametreler

msigdbr, MSigDB icerigini diizenli tablo olarak saglar [44]: H, genig ve giiriiltiisii azaltilmig sii-
recleri igeren Hallmark; €2, kiiratorlii Reactome/KEGG /BioCarta yolaklari; €5, GO ontolojileri-
dir. fgsea, adlandirilmis, isaretli ve sirali istatistik tizerinde hizli permiitasyon GSEA yapar [45].
enricher/GSEA, 6zel TERM2GENE tablolarina ORA /GSEA uygular. Yeni msigdbr siirtimlerinde (>10),
category/subcategory yerine collection/subcollection, entrez_gene yerine ncbi_gene kullanilir.
Eski kurulumlarda 6nceki adlar gecerlidir; colnames () ile denetleyin.

41



Toplu Transkriptomik Protein etkilegim aglar:

Dikkat edilmesi gerekenler

Gen uzunlugu yanhihgi. Okuma sayis1 transkript uzunluguyla iligkili oldugundan uzun genler daha
kolay anlamliliga ulasabilir; diiz GO asir1 temsil testi uzun gen bakimindan zengin kategorileri fazla
bildirebilir. Onemli oldugunda, testi uzunluga bagh secim olasiligiyla agirliklandiran goseq kullanin:
nullp() — goseq() [47]. Sirali yontemler sert DE-listesi egigini kaldirir; ancak siralama istatistikleri
ve anotasyon kapsami yine yanhilik yaratabilir. Bunlar genel bir uzunluk yanlihg: diizeltmesi degildir.

9.8 Ornek bagina gen kiimesi etkinligi (GSVA)

Yukaridaki testler gen kiimesinin gruplar arasinda farklhilagip farklilagmadigini sorar. GSVA, her drnegi
her gen kiimesi igin puanlar; ifade matrisini kiime x 6rnek etkinlik matrisine doéniigtiiriir. Bu skorlar bir
es degiskenle iligkilendirilebilir, kiimelenebilir, limma gibi siirekli skora uygun yontemle modellenebilir
veya ¢izilebilir [48]. GSVA betimseldir; tek bagina anlamlilik testi degildir.

R
library (GSVA)
mat <- assay(vsd) # a normalised matriz (samples in columns)

gene_sets <- read.gmt("sets/my_pathways.gmt") # two columns: term, gene
gene_sets <- split(gene_sets$gene, gene_sets$term) # —> a named list of gene—id vectors

par <- gsvaParam(mat, gene_sets, kcdf = "Gaussian", minSize = 2, maxSize = 500)
scores <- gsva(par) # gene sets x samples
write.csv(scores, "results/gsva_scores.csv")

# heatmap of the most wariable pathways

library(pheatmap)

v <- apply(scores, 1, var)

sel <- head(order(v, decreasing = TRUE), 40)

pheatmap(scores[sel, , drop = FALSE], scale = "row", cluster_rows = length(sel) > 1)

Temel parametreler

gsvaParam(. ..) ardindan gsva(), iki adimli GSVA APDsidir; siiriim >1.50 i¢in kullanilir. Onceki
siiriimler dogrudan gsva() g¢agirir. Log 6lgekli siirekli matris i¢in, 6rnegin VST, log-CPM veya log2
yogunlukta, kcdf = "Gaussian"; ham tamsay: sayimlarda "Poisson" segilir. minSize/maxSize, kii-
me boyutu sinirlaridir.

Dikkat edilmesi gerekenler

GSVA skoru 6rnek bagma etkinliktir; ham sayim veya diferansiyel test degildir. DESeq2 girdisi
olarak kullanmayin. Gruplar1 karsilagtirmak icin skor matrisine uygun limma modeli veya t-testi
uygulaymn. Gen kiimeleri matrisle aym kimlik ad uzaymi paylagmalidir; aksi halde kullanilabilir
ortiigme kalmayabilir (Boliim 9.4). kedf se¢imini veri olgegiyle eglegtirin.

10 Protein etkilesim ag:

STRING, secilen genleri iglevsel iligkileri iginde incelemeyi saglar. Boliim 8’deki segilmis gen listesini
cevrim i¢i hizmete egleyerek bir ag olugturun; bu agda baglh modiiller ve yiiksek baglantili diigiimler
incelenebilir [64]. Burada zenginlegmedekiyle aym diizeltilmig p degeri ve gézlenen etki simirma dayali
kegif amach siizme kullanilir; bu bir egik hipotezi testi degildir.
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R

library (STRINGdb); library(igraph)
sig_sym <- res_map$symbol [which(res_map$padj < cfg$alpha &

abs (res_map$log2FoldChange) > cfg$lfc_cutoff)]
sig_sym <- unique(sig_sym[!is.na(sig_sym)])

# Use a tazon supported by the selected STRING release (see the watchboz).

sdb <- STRINGdb$new(version = "12.0", species = 9606, score_threshold = 400)
mapped <- sdb$map(data.frame(gene = sig_sym), "gene", removeUnmappedRows = TRUE)
edges <- sdb$get_interactions (mapped$STRING_id)

R

# build the graph, find modules and hubs
weighted <- data.frame(from = edges$from, to = edges$to, weight = edges$combined_score /
< 1000)
g <- graph_from_data_frame(weighted, directed = FALSE,
vertices = data.frame(name = unique (mapped$STRING_id)))
g <- simplify(g, edge_attr_combine = list(weight = "max", "ignore"))

set.seed(42)

comm <- cluster_louvain(g) # functional modules
V(g) $module <- membership(comm)

V(g)$degree <- degree(g)

hubs <- names(sort(V(g)$degree, decreasing = TRUE)) [1:15]

R

# export for Cytoscape, then draw a figure
write_graph(g, "results/ppi/string_ppi.graphml", format = "graphml")

library(ggraph)

set.seed(42)

p <- ggraph(g, layout = "fr") +
geom_edge_link(alpha = 0.3) +
geom_node_point(aes(size = degree, colour = factor(module))) +
theme_void()

ggsave ("results/ppi/string_ppi.png", p, width

7, height
ggsave ("results/ppi/string_ppi.svg", p, width = 7, height

6, dpi = 300)
6)

Temel parametreler

version = "12.0", STRING siiriimiinii sabitler. species, NCBI taxid degeridir. score_threshold

= 400, orta giivenli kenar kayitlarini korur; yiiksek giiven icin 700 kullanilir. combined_score / 1000,
STRING’in 0-1000 skorunu 0-1 kenar agirhigina doniigtiiriir. cluster_louvain, modiilerlik tizerinden
modiilleri bulur; diigiimiin derecesini veren degree degeri, merkez diiglimleri siralamakta kullanilir.

Ayni eglenmis baglangic genleri i¢in STRING esigini 400'den 700'e yiikseltmek daha az iligkiyi korur;
dereceler, bagl bilegenler ve modiiller degigebilir, yalitilmig baglangic diigiimleri ise korunabilir. Bu, kap-
sam ile kanit giiveni arasinda bir se¢cimdir; agin biyolojik olarak daha gecerli oldugunu kanitlamaz. Esigi
stirtimle birlikte kaydedin. [75]

Girdiler ve giktilar

Girdi: Segilen gen sembolleri. Cikti: Cytoscape ile agilabilen results/ppi/string_ppi.graphml [67]
ve PNG/SVG ag gekli.
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Dikkat edilmesi gerekenler

Secilen siiriimiin destekledigi taksonu kullanin. STRING susglar1 ayr1 anahtarlarla tutabilir;
tiir diizeyindeki kimlik 404 hatas1 dondiirebilir. Fusarium graminearum PH-1 icin tiir kimligi 5518
yerine 229533 kullanilir. Gen sembolii olmayan, RefSeq lokus etiketli genomlarda baglangi¢ kimligi
olarak gen kimligini kullanin. STRING canli bir web hizmetidir; yeniden tiretilebilirlik i¢in version
sabitleyin ve eglenen kenarlar1 6nbellege alin. Kimlik eglemelerini aynen koruyun; tiim sembolleri
genel bir kuralla biiyiik /kiigiik harfe doniigtiirmeyin. Varsayilan ag iglevsel iligkileri gésterir ve dolayl
kanit igerebilir. Derece, diigiimleri yalnizca segilen indiiklenmis graf icinde siralar; nedensel énem
gostermez. Kenar1 bulunmayan eglenmis baglangig diigiimlerini koruyun, egleme kayiplarimi bildirin.
[75]

11 Transkriptomik icgin sekiller

Asagidaki sayim yolu 6rnekleri dds, res, resLFC ve vsd nesnelerini kullanir. Yardimc: betikler ortak
sonug/ifade/lst veri giktisimi okur; ornek yapisi grafiklerinde log2 mikrodizi ifadesi, volkan grafigi i¢in
digsaridan DE tablosu kullanilabilir. Yalmzca sonug igeren girdi, ifade temelli sekilleri saglayamaz. MA
i¢in uyumlu ortalama bolluk 6l¢iisii gerekir: DESeq2 baseMean, log eksende gosterilir; limma AveExpr ve
edgeR logCPM zaten log 6lgegindedir. Her gekil sonunda PNG (raster; sunumlar igin) ve SVG (vektor;
diizenleme igin) bi¢iminde diga aktarilir. Baghg: geklin i¢ine koymayin; agiklama metninde verin.

11.1 PCA (Ornek yapisi)

VST c¢iktisindaki en degigsken genlere uygulanan temel bilegen analizi (PCA), 6rneklerin kogula gore
ayrilmasini gosterir; aykir1 ornekleri ve teknik parti etkilerini incelemeyi saglar.

R

#### PCA ####

library(ggplot2)

pca <- plotPCA(vsd, intgroup = "condition", ntop = 500, returnData = TRUE)
pv <- round(100 * attr(pca, "percentVar"))

p_pca <- ggplot(pca, aes(PC1l, PC2, colour = condition)) +
geom_point(size = 3, alpha = 0.9) +
ggrepel: :geom_text_repel (aes(label = name), size = 3, seed = 1, show.legend = FALSE) +
labs(x = pasteO("PC1 (", pv[1]l, "%,
y = paste0("PC2 (", pv[2], "%)"), colour = NULL) +
coord_fixed() +
theme_bw(base_size = 12)

ggsave ("results/pca.png", p_pca, width = 6, height = 5, dpi = 300)
ggsave ("results/pca.svg", p_pca, width = 6, height = 5)

Temel parametreler

ntop = 500, en degigsken 500 geni seger. returnData = TRUE, grafigin bigimini degistirmek igin
veri gergevesi dondiiriir. percentVar Ozniteligi, her eksenin agikladigi varyans: verir. coord_fixed(),
eksenlerde kargilagtirilabilir 6lgegi korur.
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Dikkat edilmesi gerekenler

PCA’y1 ham sayimlara degil, vst/rlog ¢iktisina uygulayin. PC1 kogul yerine teknik partiye go-
re ayiriyorsa DE modeline tanimlanabilir bir parti terimi ekleyin. Bu, ¢ikarimi diizeltir ancak
VST/PCA’daki parti degigkenligini kaldirmaz. Yalmizca gortintilleme igin parti etkisi kaldiriliyor-
sa tasarim kogul etkisini korumalidir. [69]

ntop = 500, VST genleri arasinda degigkenligi en yiiksek olanlari se¢en 6gretici bir ayardir. Daha kiigiik
kiime daha az sayida baskin oriintiiyli 6ne gikarir; daha biiyiik kiime ek, bazen zayif degiskenligi de icerir
ve eksenleri ya da agiklanan varyansi degistirebilir. PCA i¢in 6zellik se¢imi bu tanisal goriintimii degistirir;
kurulmug DE modelini degigtirmez. Bir ayrismay1 aciklamadan 6nce makul 6zellik kiimelerini ve {ist veriyi
karsgilagtirin.

11.2 UMAP (istege bagl; cok ornekli yapi)

UMAP, dogrusal olmayan gomme yontemidir [21]. Bilgi verici kullanim igin ¢ok sayida 6rnek gerekir; tipik
kii¢iik toplu transkriptomik tasarimlarinda PCA ve kiimeleme daha giivenilirdir.

R

####t UMAP (uwot) ####
library(uwot)
library(matrixStats)

v <- rowVars(assay(vsd))
sel <- head(order(v, decreasing = TRUE), 1000) # top 1000 wvariable genes
mat <- t(assay(vsd) [sel, 1) # samples x genes

set.seed(42)
um <- umap(mat, n_neighbors = 15, min_dist = 0.1, metric = "euclidean")

um_df <- data.frame(UMAP1 = um[, 1], UMAP2 = um[, 2],
condition = vsd$condition, sample = colnames(vsd))
ggplot(um_df, aes(UMAP1, UMAP2, colour = condition)) +
geom_point(size = 3) + theme_bw(base_size = 12)

Dikkat edilmesi gerekenler

n_neighbors Ornek sayisindan kiiciik olmalidir. Az sayida 6rnekte UMAP kararsiz ve yanilticidir;
burada PCA’y1 tercih edin. UMAP stokastik oldugu i¢in daima set.seed() kullanin. min_dist,
noktalarin ne kadar siki gruplanacagini belirler.

11.3 Ornek uzakhg 1s1 haritas1 ve dendrogram

Ornekler aras1 uzaklklarin 1s1 haritas: ve eslesen dendrogram, secilen uzaklik ve baglant1 yéntemi altinda
ornek iligkilerini 6zetler.
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R

#### Sample distances ####
library(pheatmap)
library(RColorBrewer)

sampleDists <- dist(t(assay(vsd)), method = "euclidean") # between samples
mat <- as.matrix(sampleDists)
rownames (mat) <- colnames(mat) <- paste(vsd$condition, colnames(vsd), sep = " | ")
cols <- colorRampPalette(rev(brewer.pal(9, "Greys"))) (255)
pheatmap (mat,
clustering_distance_rows = sampleDists, # cluster on the SAME metric
clustering_distance_cols = sampleDists,

clustering_method "ward.D2",

col = cols)

# stand-alone dendrogram
plot (hclust(sampleDists, method = "ward.D2"),
labels = colnames(vsd), main = "", xlab = "", sub = "")

Temel parametreler

dist (t(assay(vsd))), ornekler aras1 Oklid uzaklign hesaplar; érneklerin satir olmasi igin transpoz
alinir. clustering_distance_* = sampleDists, 1s1 haritasiyla dendrogramin tutarli olmasi igin onceden
hesaplanmas uzakligl verir. clustering_method = "ward.D2", yaygin kullanilan kompakt bir baglanti
yontemidir.

11.4 MA grafigi: Etki biiyiikliigii ve ifade

MA grafigi, ortalama ifadeye karsi log,FFC gosterir. Biiziilme, diisiik sayiml genlerin grafik uclarina agiri

hakim olmasini azaltir.

R

#### MA plot ####
ma_display <- res # original inference and missingness
ma_display$log2FoldChange <- resLFC$log2FoldChange [match(rownames(res), rownames(resLFC))]
plotMA(ma_display, ylim = c(-4, 4), alpha = cfg$alpha,

colSig = "black", colNonSig = "grey70") # base-R wverstion
abline(h = c(-1, 1), col = "grey50", 1ty = 2)

# ggplot version

ma <- as.data.frame(ma_display)

ma <- ma[!is.na(ma$padj), ]

ma$sig <- ma$padj < cfg$alpha

ggplot(ma, aes(baseMean, log2FoldChange, colour = sig)) +
geom_point(size = 1, alpha = 0.6) +
geom_hline(yintercept = 0, colour = "grey40") +
scale_x_logl0() +

scale_colour_manual(values = c("FALSE" = "grey75", "TRUE" = "black"),
name = paste("padj <", cfg$alpha)) +
labs(x = "mean of normalised counts", y = "log2 fold change") +

theme_bw(base_size = 12)
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Dikkat edilmesi gerekenler

Goruntiileme tablosunu res nesnesinden kurun; diizeltilmis p degerlerini ve NA durumunu koruyup
yalnizca eslesen biiziilmiiy LFC degerini gen kimligiyle aktarin. Boylece tanimlanan test degismeden
diigiik sayiml genlerin ug gorintileme etkileri azalir. = ekseni ortalama normallestirilmis sayimlar
log olgekte gosterir.

11.5 Volkan grafigi: Anlamlilik ve etki biiyiikliigii

Volkan grafigi etki biiyiikliigiinii ve istatistiksel kanit1 birlikte gosterir: z ekseninde log,FC, y ekseninde
—log,, diizeltilmig p ve segilen genlerin etiketleri. Notun en ayrntili ¢izim 6rnegidir; ggrepel etiketleri
okunabilir tutar, ggtext alt simge ve italik bicimlendirmesini saglar.
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R

####t Volcano plot (ggplot2 + ggrepel + ggtext) ####

library(ggplot2)

library(ggrepel)

library(ggtext)

res_df <- as.data.frame(res) # original inference table
res_df$raw_1fc <- res_df$log2FoldChange

res_df$log2FoldChange <- resLFC$log2FoldChange [match(rownames(res_df), rownames(resLFC))]
res_df$gene <- rownames (res_df)

res_df <- res_df[!is.na(res_df$padj), ] # drop NA padj (filtered)
res_df$negloglOpadj <- -loglO(pmax(res_df$padj, .Machine$double.xmin))

# exploratory screen using original adjusted p-values and raw effects
res_df$direction <- "Other"

res_df$direction[res_df$padj < cfg$alpha & res_df$raw_lfc > cfg$lfc_cutoff] <- "Up"
res_df$direction[res_df$padj < cfg$alpha & res_df$raw_lfc < —cfg$lfc_cutoff] <- "Down"

# label the 15 lowest—-padj genes passing the exploratory screen
lab <- res_df[res_df$direction != "Other", ]
lab <- head(lab[order(lab$padj), , drop = FALSE], 15)

# greyscale—friendly: encode direction by BOTH colour and shape
pal <- c(Up = "black", Down = "greyb55", "Other" = "grey80")
shp <- c(Up = 17, Down = 16, "Other" = 16)

p_volcano <- ggplot(res_df, aes(log2FoldChange, negloglOpadj)) +
geom_hline(yintercept = -loglO(cfg$alpha), linetype = "dashed",
colour = "grey60", linewidth = 0.3) +
geom_point (aes(colour = direction, shape = direction),
size = 1.6, alpha = 0.8) +
geom_text_repel(data = lab, aes(label = gene),
size = 3, fontface = "italic",
box.padding = 0.4, point.padding = 0.2,
min.segment.length = 0, max.overlaps = Inf,
segment.size = 0.3, segment.colour = "greyb0",
seed = 42) +
scale_colour_manual (values = pal, name = NULL) +
scale_shape_manual(values = shp, name = NULL) +
scale_x_continuous(breaks = scales::pretty_breaks(6)) +
labs(x = "shrunken log<sub>2</sub> fold change",
y = "-log<sub>10</sub> adjusted *px") +
theme_classic(base_size = 12) +

theme (axis.title.x = element_markdown(),
axis.title.y = element_markdown(),
legend.position = "top")

ggsave ("results/volcano.png", p_volcano, width = 6, height = 5, dpi = 300)
6, height = 5)

ggsave ("results/volcano.svg", p_volcano, width

Temel parametreler

ggrepel: box.padding/point.padding, etiket ve nokta gevresindeki boglugu belirler. min.segment.
length = 0, baglanti ¢izgisini daima cizer; max.overlaps = Inf, istenen tiim etiketleri korur. seed,
yeniden iiretilebilir etiket yerlesimini sabitler. ggtext: element_markdown (), eksen bagliklarinda <sub>
alt simgelerini ve *. . .* italiklerini igler. scales: pretty_breaks(6), uygun x isaretleri secer. Goste-
rim: Yon hem renk hem sekille kodlanir; bdylece gri tonlu baskida da ayirt edilir.
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Dikkat edilmesi gerekenler

Up/Down etiketleri, 6zgiin padj ve ham LFC iizerinde kegif amagch ortak stizmeyi gosterir; bu bir egik
hipotezi testi veya ek FDR giivencesi degildir. Other, siizme kuralimin gegilmedigi anlamma gelir;
anlaml ama kiiciik etkileri de icerebilir. Biliztilme yalmizca grafikteki konumlar: degistirdiginden
ham etki sinirlar1 burada dikey sinir olugturmaz. Grafige hangi genlerin girecegini belirlerken 6zgiin
p degerlerini ve eksikligi koruyun. Etiket sayisini sinirlayin; burada 15 kullanihir. EnhancedVolcano
icin de p degerlerini ayr1 iiretilmig bir biiziilme tablosundan almak yerine ¢ikarimi koruyan ayni
goriintileme tablosunu verin. [18]

11.6 ifadesi farklilasan 6ne ¢ikan genlerin 1s1 haritasi

Gen bagina z skoru hesaplanarak olugturulan 1s1 haritasi, 6rnekler arasindaki ifade érintilerini gosterir
ve benzer olanlar1 gruplar.

R

#### Top—DE-gene heatmap (z-scored VST) ####
library(pheatmap)

ids <- rownames(res) [which(res$padj < cfg$alpha)l

ids <- head(ids[order(res[ids, "padj"l)], 30)

mat <- assay(vsd) [ids, , drop = FALSE]

mat <- mat[apply(mat, 1, var) > O, , drop = FALSE]

stopifnot (nrow(mat) > 0)

mat <- t(scale(t(mat))) # z-score per gene (row)
ann <- as.data.frame(colData(dds) [, "condition", drop = FALSE])

pheatmap (mat,
scale = "none", # already z-scored
annotation_col = ann,
show_rownames = TRUE,
clustering_method = "ward.D2", cluster_rows = nrow(mat) > 1,

color = colorRampPalette(c("#2C7BB6", "white", "#C0392B")) (255),
border_color = NA, fontsize_row = 7)

Uygulama notu

Birden fazla anotasyon seridi veya boliinmiig satir/stitun igin ComplexHeatmap kulla-
nin [20]: Heatmap(mat, name = "z", col = circlize::colorRamp2(c(-2,0,2), c("#2C7BB6","white
","#C0392B")), top_annotation = HeatmapAnnotation(condition = vsd$condition)).

Dikkat edilmesi gerekenler

Farkli ifade 6lgeklerindeki genleri kargilagtirmak i¢in z skorunu her gen i¢in 6rnekler arasinda hesapla-
yin. Veri zaten olgeklendiyse ¢ift 6lgeklemeyi 6nlemek iizere scale = "none" kullanin. Gen kiimesini
okunabilir boyutta tutun; burada 30 gen vardir. Sifir merkezli iki yonlii renk paleti kullanin.

Satir z skoru, her genin donigtiiriilmiig degerlerinden kendi ortalamasini ¢ikarip kendi érneklem standart
sapmasina boler. Varsayimsal VST degerleri 8, 10 ve 12 i¢in ortalama 10, 6rneklem standart sapmasi 2, z
skorlar:1 ise —1,0, 1 olur. Dolayisiyla 1 degeri, o genin ortalamasinin bir standart sapma tistiinii gosterir;
iki kat degisim veya bagka bir genden daha ytksek ifade anlamina gelmez. En listteki genler ayni kogul
kargilagtirmasiyla secildigi icin 1s1 haritast betimseldir; gruplarin ayrismasi bagimsiz dogrulama sayilmaz.
Kod yalnizca olagan diizeltilmis p degerine gore seger; ek gozlenen etki siizmesini uygulamaz.
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Odaklanmisg 1s1 haritas: (ilgilenilen genler). One ¢ikan DE genleri yerine bir yolak, belirteg paneli
veya aday listesi gibi kiiratorlii bir kiimeyi incelemek i¢in top se¢imini kendi kimliklerinizle degistirin ve
siralarim koruyun.

R

#### Heatmap of a chosen gene panel ####

goi <- c("CD8A", "GZMB", "IFNG", "FOXP3", "IL2RA") # genes of interest (symbols)
ids <- rownames(res) [match(goi, res$symbol)] # res$symbol from the annotation
<~ step
ids <- ids[!is.na(ids)]
m  <- scaled_rows(assay(vsd) [ids, , drop = FALSE]) # z-score per gene
< (row)
rownames (m) <- res$symbol [match(rownames(m), rownames(res))] # label Tows by symbol
pheatmap(m, scale = "none", annotation_col = ann,
cluster_rows = FALSE, # preserve the panel's order

color = colorRampPalette(c("#2C7BB6", "white", "#C0392B")) (255),
border_color = NA)

12 Ek bilgiler

12.1 Notun o6tesi: De novo birlestirme ve varyant ¢cagirma
Sik kargilagilan iki komsu gérev, burada izlenen referansa dayali gen diizeyi kapsaminin digindadir.

Referans genom yoksa. Transkriptleri de novo birlegtirin. Trinity, RNA-seq i¢in yerlegik aractir; rnaS-
PAdes yaygin bir alternatiftir [52]. MEGAHIT hizlidir ancak RNA-seq’e 6zgii degil, metagenom/genom
birlestirme aracidir [53]. Tipik sira: Birlegtirme, TransDecoder ile ORF kestirimi, birlestirilmis transkript-
lere kargi Salmon nicelendirmesi ve érnegin Trinotate ile anotasyon.

Komut satari

# Trinity (paired-end)
Trinity --seqType fq —-left trimmed/R1.fq.gz --right trimmed/R2.fq.gz \
—--max_memory 20G —--CPU 8 —-output trinity_out

RNA-seq iizerinden varyantlar. BAM i¢inden SNP /indel ¢agrilabilir; ancak yalin mpileup yolu RNA-
seq i¢in uygun degildir. Agagidaki DNA tipi sozdizimi komutlarin gosterimidir; dogrulanmig RNA-seq
varyant is akigi degildir:

Komut satari

bcftools mpileup —f ref/genome.fna mapped/SRR1234567.sorted.bam \
| bcftools call -mv -0b -o calls.bcf
bcftools view calls.bcf | less

Dikkat edilmesi gerekenler

Giivenilir RNA-seq varyantlar igin GATK iyi uygulamalarim izleyin: STAR 2-pass, duplikat igaretle-
me, ardindan HaplotypeCaller oncesinde SplitNCigarReads [54]. Son arag, intronlarm olugturdugu
N CIGAR bosluklarinda okumalar1 boler ve gagiricinin tutabilmesi igin STAR MAPQ 255 degerini
60’a doniigtiriir. Ekzon birlesim noktasi, alele 6zgii ifade ve RNA diizenleme (A-to-I, okumada A —
G), yalin DNA tipi gagiriciy1 karigtirabilir.
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Ek bilgiler

12.2 Genisletilmis QC ve yardimci araglar

Ek komut satir1 araglari, ig akiglar1 ve degerlendirmelerde kullanilan kalite kontrollerini saglar. Segilen
her aracin platforma 6zgii kurulumunu ve MultiQC modiil destegini denetleyin; her ¢ikt: otomatik ayrig-

tirilmaz.
Arag Sagladig bilgi Ornek ¢agri
SAMtools [8]  Esleme oram (flagstat); mitokondri orani ddhil kro- samtools idxstats
mozom bagina sayimlar (idxstats); ozet istatistik
(stats); duplikat isaretleme (markdup).
Picard [36] MarkDuplicates: PCR/optik duplikatlar, ézellikle picard CollectRnaSegMetrics
diigiik girdili kiitiiphaneler. CollectRnaSeqMetrics:
Kodlayan/UTR /intron/genler arasi yiizdeler ve
5'/3" yanlhlig.
RSeQC [34] Iplik  yonliliigii (infer_experiment.py); ek- read_distribution.py

Qualimap [35]

preseq [37]

deepTools [38]

gffread [39]

zon/intron/UTR  okuma dagiimi ve RNA bo-
zulmasin gosterebilen 5'—3' gen gévdesi kapsama.
Tek HTML RNA-seq kalite kontrolii: Okumalarin ge-
nomik kdkeni, kapsam yanliligy, transkript doygunlu-
gu.

Kitiiphane karmagikligi/doygunluk egrisi: Daha de-
rin dizileme daha ¢ok farkli molekiil saglar mi?
Genom tarayicisi i¢in normallegtirilmis bigWig kap-
sam izleri (bamCoverage); 6rnekler arasi korelasyon
(multiBamSummary ve plotCorrelation).
GTF/GFF doniigimii; Salmon veya kallisto icin
transkript FASTA ¢ikarma.

qualimap rnaseq

preseq lc_extrap

bamCoverage

gffread -w tx.fa

Uygulama notu

Gen govdesi kapsami (RSeQC geneBody_coverage.py) ve CollectRnaSeqMetrics, bozulmug RNA’y1
incelemek i¢in hizli kontrollerdir. Kismen bozulmus poly-A kiitiiphanelerinde ters transkripsiyon
poly-A kuyrugundan bagladig: i¢in 3' kapsam yanlilig1 goriilebilir.

Dikkat edilmesi gerekenler

DNA-seq’ten farkl olarak standart RNA-seq diferansiyel ifade analizinde okumalar otomatik tekil-
lestirilmez. Yiiksek ifade edilen gen gergekten cok sayida ayni parca iiretebilir; duplikat orani hem
gercek ifadeyi hem teknik cogaltmay1 yansitabilir. Ifadeye bagimliligi dupRadar ile inceleyin. UMI kii-
tiiphaneleri molekiil farkindalikli uygun bir tekillestirme yontemi gerektirir. Calismaya 6zgii gerekce
olmadan UMI tagimayan duplikatlari otomatik kaldirmayin.

12.3 Dongiiler ve toplu isleme

Govde tek ornek iizerinden ilerler. Uygulamada basename ile 6érnek adini tiiretip déngii kurun; taginabi-
lirlik i¢in s parcacigi, referans ve yol degerlerini betigin baginda degiskenlerde tutun.
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Komut satiri

#### Parameters (edit once) ####
THREADS=8

REF=ref/genome.fna
GTF=ref/genome.gtf

#### fastp over every paired sample ####
for rl in raw_data/*_1.fastq.gz; do

s=$(basename "$ri1" _1.fastq.gz) # sample name from the R1 file
echo ">> trimming $s"
fastp \

-i raw_data/${s}_1.fastq.gz -I raw_data/${s}_2.fastq.gz \
-0 trimmed/${s}_1.trim.fq.gz -0 trimmed/${s}_2.trim.fq.gz \
-—detect_adapter_for_pe —q 15 -1 36 \
-h qc/post_trim/${s}.html -j qc/post_trim/${s}.json \
——thread "$THREADS"

done

Komut satiri

# Same idea with GNU parallel (run 2 samples at a time, 8 threads each)
1s raw_data/*_1.fastq.gz | sed 's#_1.fastq.gz##' | \
parallel —-j 2 'fastp -i {}_1.fastq.gz -I {}_2.fastq.gz \
-0 trimmed/$(basename {})_1.trim.fq.gz -0 trimmed/$(basename {})_2.trim.fq.gz \
——detect_adapter_for_pe —q 15 -1 36 —--thread 8'

Dikkat edilmesi gerekenler

CPU kapasitesini agsmayin: paralel is sayisy X is basina is parcacige, cekirdek sayisin1 gegcmemelidir.
STAR yiiksek bellek istediginden birden fazla genom indeksini bellekte tutacak RAM yoksa aym
anda tek STAR isi caligtirin.

12.4 Is parcacig, bellek ve kritik parametreler: Hizli bagvuru

Arag Temel segcenekler Not

fasterg-dump  -e <threads>, -t <tmp> gecici alan yaklagik ~10x .sra boyutu

FastQC -t <n> dosya bagina bir is parcacigl

fastp --thread (<64; v1.0.1), -q -1, -g NextSeq/NovaSeq poly-G i¢in -g

SortMeRNA --threads, —-—out2, —-paired_in/out ornek bagima ayr1 caligma dizini

STAR index —-runThreadN, --sjdbOverhang, overhang = readlen—1; kii¢iik genomda SA
--genomeSAindexNbases indeksini azaltin; insan i¢in ~30 GB RAM

STAR align --runThreadN, --readFilesCommand zcat, On ekin sonunda yol ayiricisi bulunmali
-—outSAMtype BAM SortedByCoordinate

featureCounts -T, -p --countReadPairs, -s 0/1/2 -s ayarim protokole gore sec¢in; cogunlukla

2

12.5 Yeniden iiretilebilirlik

Bagka bir aragtirmacinin ortami yeniden kurup sonuglarin uyumunu degerlendirebilmesi i¢in kullanilan
sirtimler ve oturum bilgileri kaydedilmelidir. Siiriimleri sabitleyin, oturumlar: kaydedin ve her stokastik
agamada rastgelelik baglangic degeri belirtin. Bu deger tek basgina stiriimler ve platformlar arasinda sayisal
Ozdeglik garanti etmez.
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Komut satari

# Capture the exact tool wersions of the conda environment
conda env export -n rnaseq > environment.lock.yml
< environment.lock.yml

# recreate with: conda env create —f

# A lighter, human-readable record of the key tools
conda list —n rnaseq | grep -E "star|fastp|subread|samtools|sortmernalsra-tools|multiqc"

R

#### Record the R environment + fix seeds ####

set.seed(42) # before UMAP / GSEA / anything random
writeLines(capture.output(sessionInfo()), "results/sessionInfo.txt")

# For full project-level R reproducibility, consider renv::init() / renv::snapshot()

Ek bilgiler

Uygulama notu

environment.yml, sessionInfo.txt, betikler ve kisa README dosyasin siirtim kontroliinde (git)
tutun. “Latest” se¢cimine dayanmak yerine arag siiriimlerini agikca belirtin; hizalayici veya anotasyon
veri tabam stirtimleri sonuglar1 degigtirebilir. Genom/GTF derlemesinin tam kaynagimni, siirimiinii

ve tarihini kodun yaninda kaydedin.

12.6 Sorun giderme

Belirti

Olas1 neden

Coziim

STAR: genomeSAindexNbases
fazla buyiik

featureCounts Assigned % cok
diisik

SortMeRNA mevcut durum bildi-
riyor

fasterq-dump disk alani tiiketi-
yor

STAR’da ¢ok okuma eglenmiyor

DESeq2: every gene has at least
one zero

bitr genlerin ¢cogunu kaybediyor

Kiigiik genomda varsayilan 14
kullanilmig

Yanhg yonliiliik veya anotasyon
uyumsuzlugu

Caligma dizini yeniden kullaml-
mig
Gegici alan yetersiz

Genom/GTF
adaptor kalmig

uyumsuz  veya

Seyrek veride 6lgek faktorleri he-
saplanamiyor

Yanlig keyType veya kimlik bigi-
mi

--genomeSAindexNbases degeri-
ni genom uzunlugundan hesapla-
yin

Protokolii ve ileri/ters kaniti de-
netleyin; 0/1/2 arasinda en yiik-
segi se¢cmeyin

Onceki durumu inceleyin; érnek
i¢in yeni dizin se¢in

-t ile .sra boyutunun ~10x kat1
bog alan1 olan disk secin

Derlemelerin  eslesmesini  ve
fastp/MultiQC raporlarii
denetleyin

Seyrekligi ve tasarimi inceleyin;
type="poscounts" acik bir alter-
natif normallegtirme se¢imidir
Ensembl siiriim eklerini ¢ikarin;
kimlik tliriinii ve OrgDb secimini
denetleyin

12.7 Ornek korelasyonlar:1 ve duyarhlik kontrolleri

Pearson korelasyonu 6rnek ifade profillerinin dogrusal benzerligini, Spearman korelasyonu ise siralarinin
benzerligini kargilagtirir. PCA’da kullanilan sonlu déntigtiriilmiis ifade matrisini kullanin; 6rnek etiket-
lerini ve bilinen ortak degiskenleri inceleyin. Eslik eden 07 _figures/05_sample_correlations.R betigi,
gen-satir ve 6rnek-siitun diizenindeki TSV dosyasindan iki matrisi de iiretir. Yiiksek korelasyon, giigli
tedavi etkisiyle veya orneklerin karigmasiyla birlikte goriilebilir; tek bagina kimligi ya da modelin gecgerli-
ligini dogrulamaz. Bu islem 6rnek diizeyinde kalite degerlendirmesidir; WGCNA gibi bir gen eg ifade ag:

analizi degildir.
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Déniigtiiriilmis ifadeye uygulanan eglestirilmemis Wilcoxon sira toplami testi, iki bagimsiz grup igin sinirh
bir kesifsel duyarhilik kontrolii saglayabilir. Parti diizeltmesini, eglestirmeyi veya sayimlarin ortalama-
varyans modelini korumaz. stats: :wilcox.test iglevini yalnizca 6rnekleme varsayimlari soruya uygunsa
kullanin; egit siralarin nasil ele alindigim belirtin ve test edilen tiim genler i¢in ¢oklu test diizeltmesi
uygulayin. DESeq2 ile uyusmazlik, yontemler arasinda ¢ogunluk oylamasi yapmayi degil tasarimin ve
verilerin incelenmesini gerektirir. Burada birincil modelin yerine Wilcoxon agamasi konulmaz.

12.8 Calismalar arasi sentez

~ dataset + condition gibi ortak bir model, eklemeli ¢aligma terimini hesaba katarak ortak kogul kargi-
lagtirmasini kestirir. Tanimlanabilir tasarim ve kargilagtirilabilir 6lglim/anotasyon gerektirir. Caligmayla
tamamen karigan bir kogulun etkisini ayiramaz. Calisma kokeni alani, dizileme hatlarim veya yinelenen ve-
ri gébnderimlerini degil bagimsiz caligmalar: gostermelidir. Acik veri kiimelerini birlegtirmeden 6nce ortak
donérleri ve kontrolleri inceleyin; ayni 6rnegin yeniden kullanilmas: ¢aligmalarin bagimsizligi varsayimini
bozar.

Meta-analizde her ¢alisma ayr1 modellenir ve uyumlu istatistikler birlegtirilir. HTSFilter, tekrarli sayim
verileri icin siizme yontemi saglar; metaRNASeq, ters normal yontem dahil p degeri birlestirme yontemlerini
uygular [79]. Kamitlarin birlegtirilmesi ortak etki biiyiikliigiinii kestirmez ve bulgunun her caligmada
tekrarlandigin1 kanitlamaz. Aym yonlii etkiler, her ¢aligmanin anlamh oldugunu géstermez. Yone gore
secilen bir test ailesi gerekgelendirilmis yonli ¢ikarim gerektirir; yalnizca ayni isaretleri segmenin olagan
BH kontroliinii sagladigini varsaymayin.

Etki sentezinde metafor: :rma.uni, biiziilmemis log2 etkileri ve standart hatalarii birlegtirir. Ortak etki
(FE) ve rastgele etkiler (6rnegin REML veya DL) modelleri farkl varsayimlara dayanir; rastgele etkiler uyum-
suz biyolojiyi veya caligmalar arasi bagimlihig: gidermez. Az sayida ¢alismada heterojenligi ve belirsizligi
kestirmek giigtiir. Hedef modeli anlamlilik sonuglarina bakmadan secgin; ¢alisma diizeyindeki etkileri ve
araliklar1 inceleyin.

08_cross_study/01_pool_effects.R, ham okumalardan degil gézden gecirilmis ¢aligma tablolarindan
baglar. TSV dosyasi gene_id, study, numerator, denominator, log2FoldChange ve 1fcSE alanlarin
igerir. Caligmalarda organizma, gen kimligi uzayi, karsilastirma yonii ve log2 6lcegi ayni olmalidir; standart
hata biizlilmemis kestirime ait olmalidir. Anlamlh gen listelerinin birlegimi yerine gézden gegirilmis ortak
test gen kiimesinin tamamini saglayin. Betik eksik ¢aligma satirlarini, yinelenen kayitlari, uyumsuz yonleri
ve pozitif olmayan standart hatalari reddeder. Tki yonlii birlesik testlerin BH diizeltmesi saglanan tiim
genleri kapsar; igsaret uyumu siitunu betimseldir. FE, temel R ile galigir; REML /DL i¢in metafor gerekir
ve bu 6gretim yolu en az ii¢ calisma ister.

FE/REML/DL, yerel macOS aarch64 iizerinde R 4.6.1 ve metafor 5.2-1 ile bagimsiz sentetik kontrolleri
gecti; gercek veri veya tiim yazilim yigim dogrulanmadi.

12.9 Anotasyon aktarimi ve elde edilemeyen sonuglar

Kiratorli OrgDb bulunmayan organizmalarda digsaridan alinan GO/KEGG veya STRING ortoloji ak-
tarimi anotasyonlart TERM2GENE ya da GMT biciminde 6zel zenginlestirme yoluna verilebilir. Taksonu,
stiriimi, kaynak kanitini, ortoloji iligkisini ve tiim egleme kayiplarini saklaym. Aktarilan tiyelik, hedef tiir-
de dogrudan deneysel anotasyon degil eslemeye dayal bir hipotezdir. msigdbr araciligiyla alinan MSigDB
kiimelerinde de tiir ve koleksiyon belirtilmelidir; tiirler arasi izdiigiim yorumu degistirir. Test edilen evren
ve ¢ikarim modeli bir p degerini desteklemiyorsa kiime ortiismesi betimseldir.

Bagariyla hesaplanip esik sonrasinda terim birakmayan zenginlestirmeyi; eksik egleme, desteklenmeyen
tir, ag hizmeti hatasi veya basarisiz model nedeniyle elde edilemeyen sonuctan ayirin. Bog tablo veya
yer tutucu gekil bu durumlar: ayiramaz. Tam test tablosu, etkin anotasyonlu arka plan ve egleme kaydi-
nin yaninda yiiriitme durumunu saklayin. Elde edilemeyen analizi bu sekilde bildirin; basarisizlig1 yolak
katiliminin yoklugu olarak yorumlamayin.

Genel karsilagtirmalarda biiziilme. apeglm segilen model katsayisini biizer; ashr, DESeq2'nin
1fcShrink iglevi {izerinden desteklenen genel kargilagtirmalarda kullanilabilen alternatif bir biiziilme
yontemidir. Eslik eden kod, tanimlanmig katsayisi i¢in apeglm kullanir; karmagik kargilagtirma yalnizca
goriinen etiketi degistirmeyi degil acik uygulama ve incelemeyi gerektirir. Biiziilme, birincil hipotez
testinden ayr1 tutulur [69)].
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