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Genomik Varyantlar Caligma tasarimi

1 Biyolojik sorudan varyant calismasina

Genomik varyant ¢aligmasi, bir 6rnegin DNA dizisinin tanimlanmig bir referanstan nasil ayrildigini ve bu
farklarin ne anlama gelebilecegini aragtirir. Dizileme, kromozomun tamamini dogrudan gézlemlemez. DNA
molekiillerinden okumalar {iretir; hizalama bu okumalarin genomdaki olasi kokenlerini belirler, varyant
cagiricl ise alternatif dizi durumlarini destekleyen kaniti degerlendirir. Anotasyon, bildirilen aleli genlerle,
transkriptlerle ve diger 6zelliklerle iligkilendirir. Bu islemler farkli sorular1 yanitladigi igin analizin baginda
ortaya ¢ikan belirsizlikler son tablo yorumlanirken de énemini korur.

Bu not, genomik DNA’da tek niikleotit varyantlar: ile kisa ekleme ve silmelerin referansa dayali kesfini
ele alir. Aciklamalarin ana ekseni, eglenik uclu kisa okumalarla yapilan germ hatti dizilemesidir. Aym
kavramlar bagka organizma ve teknolojilerde de kullanilir; ancak insan igin hazirlanmig diploit bir is akig
tiim tlrlere uygulanabilecek bir recete degildir. Sonraki boliimlerde haploit organizmalar, poliploitler,
havuzlanmig 6rnekler, uzun okumalar, organeller ve somatik 6rnekler ayri ele alinir. Yapisal varyantlar,
kopya sayisi degigiklikleri, tekrar geniglemeleri ve montaja dayali kesif ek yontemler gerektirir; kiigiik
varyantlari iceren bir VCF, bunlarin bulunmadigini gosteremez.

1.1 Yazilim se¢gmeden Oonce gozlemi tanimlayin

Biyolojik birimden baglaymn. Tek bir organizma, doku 6rnegi, izolat ve birden fazla bireyin olusturdugu
havuz farkli 6rnekleme tasarimlaridir. Tek bir organizmadan geldigi distinilen DNA ekstrakt: da organel
DNA’s1, simbiyontlar veya kontaminantlar icerebilir. Ornegin neyi temsil etmesinin beklendigini ve dene-
yin hangi varyasyon kaynaklarmi birbirinden ayirabildigini kaydedin. Ornegin havuzdaki diisiik frekansh
bir alel, onu tasiyan bireyi belirlemez. Karma bir enfeksiyonda da tek bir genom ig¢indeki heterozigotlugu
temsil etmek zorunda degildir.

Aragtirma sorusu, incelenecek bolgeyi de belirler. Tiim genom dizilemesi kodlayan ve kodlamayan di-
zileri O6rneklerken yakalama ve amplikon deneyleri secilmis bolgeleri 6zellikle zenginlestirir. Yakalama
hedefi tasarimla belirlenmis boélgedir; her bazda kullanilabilir kanit bulundugunun garantisi degildir. Kag
varyantin bulunmadigini bildirmeden 6nce hedefin dizilenmis ve givenilir ¢agr1 yapilabilir boltimiini de-
gerlendirin. Ornekler arasi karsilastirmalar, hem biyolojik birimin hem de incelenen bélgelerin uyumlu
tamimlarimi gerektirir.

Germ hatt1 varyant kesfi, cogunlukla bireyin kalitsal genomunda bulunan alelleri arar. Somatik varyant
kesfi, dollenmeden sonra germ hatt1 digindaki hiicrelerde edinilen degisiklikleri arar. Bu degisiklikler,
orneklenen klonun hiicrelerinin bir béliimiinde veya tamaminda bulunabilir; saflik, kopya sayis1 ve varsa
eglenmis normal 6rnek hesaba katilmalidir. Bu iki gorev farkli kanit modelleri kullanir. Resmi GATK
germ hatt1 ig akigi, hazirlanmig hizalamalardan 6rnek bagina referans giiven dosyalarina ve ardindan
kohort genotiplemesine uzanan tutarl bir yol sunar; bu yolun tanimlanmig olmasi her deney ve tiir igin
dogrulandig1 anlamina gelmez [6].

Temel parametreler

Veriyi indirmeden 6nce kisa bir analiz tanimi yazin: Biyolojik birim, deney ve okuma teknolojisi,
referans montaji, bolgelere gore beklenen ploidi, germ hatti/somatik/karigim modeli, kesif bolgeleri,
hedeflenen anotasyon ve kullanilabilecek bagimsiz kontroller. Hangi se¢imlerin varsayim oldugunu
kaydedin. Genotip modelini degistiren kararlar1 ¢agrilar:1 yorumlamadan 6nce ¢oziin.

1.2 Analizin sonradan olusturamayacagi tasarim bilgisi

Biyolojik tekrarlar, dizileme derinligi ve teknik tekrarlar farkli belirsizlikleri ele alir. Ayni kitiiphaneden
daha fazla okuma elde etmek, kapsanan lokuslardaki kanit1 giiclendirebilir; bagimsiz birey sayisini artir-
maz. Bir kiitiiphanenin yeniden dizilenmesi, koguya 6zgii bir sorunu ortaya ¢ikarabilir; ekstraksiyon veya
kiitiiphane hazirlama sirasinda olugan hatalar ise korunabilir. Bagimsiz hazirlanmig bir kiitiiphane ya da
farkl bir 6l¢iim ilkesine dayanan deney, kanit zincirinin bagka bir béliimiint siar. Tim tekrarh élgiimleri
esdeger saymak yerine kontrolleri desteklemeleri gereken iddiaya gore segin.

Deney izin verdiginde teknik partileri biyolojik gruplar arasinda dengeleyin. Bir popiilasyonun tiim tiyeleri
bir kiitiiphane protokoliiyle, diger popiilasyonun tiyeleri bagka bir protokolle dizilenmigse varyant frekansi
farklar1 teknik farkliliklar: da yansitabilir. Parti etiketlerini korumak incelemeyi miimkiin kilar; tasarimda
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eksik olan bilgiyi her zaman geri getirmez. Akrabalik iligkileri, popiilasyon yapisi ve iligkili izolatlar da
sonraki ¢ikarimlari etkiler; caligma iist verisinde korunmalidir.

Bu nedenle yararli bir caligma c¢iktisi, farklarin listesinden fazlasini igerir. Referans ve ¢rnek tanimlari,
fillen analiz edilen bélgeler, kamit ve filtre durumlari, yazilim ve kaynak siirtimleri ile yorum sinirlari
da ¢iktinin parcasidir. Sonraki boliimler, ara dosyalarin bu giktiya nasil katkida bulundugunu agiklar.
Orneklerde kurmaca kontig ve 6rnek adlari kullanilir. Bunlar bicimleri ve kararlar1 gostermek icindir;
gercek bir veri kiimesi, tamamlanmig bir is akisi caligtirmas: veya performans sonucu sunulmaz.

1.3 ileri okuma

Kavramsal temeli genigletmek i¢in Brownin Genomes 5 kitab1 genetik ve genomik alaninda bir ders
kaynag1; Van der Auwera ve O’Connor’in Genomics in the Cloud kitabi ise genomik veri analizine odak-
lanan hesaplamali bir yardimer kaynak sunar [1, 2]. Bu kitaplar kavramsal temel saglar; yazilimin giincel
davramigini tanimlayan teknik belgeler degildir. Buradaki siiriime bagh komutlar resmi ara¢ belgeleriyle
kontrol edilmigtir.

2 Aleller, genotipler ve referans genom

Referans genom, koordinatlar1 ve kargilagtirilacak diziyi saglar. Referanstaki alellerin atasal, yaygin veya
biyolojik agidan iistiin oldugunu séylemez. Bir 6rnek bir konumda referansla eslesirken bagka bir konumda
alternatif alel tagiyabilir. Montajin degismesi koordinatlari, yerel dizi baglamini ve varyantin temsilini
degistirebilir. Bu nedenle bir varyant: tanimlamak igin konum ve iki harf yeterli degildir; montaj ve
kontig bilgisi de gerekir.

Tek niikleotit varyantinda (SNV) bir niikleotit digerinin yerini alir. SNP terimi ¢agirma yazilimlarinda
siklikla iglemsel anlamda kullanilir; polimorfizm ise tarihsel olarak popiilasyon igindeki varyasyonu ifade
eder. Ekleme, referansa gore dizi ekler; silme, referansta bulunan diziyi ¢ikarir. Bunlar géreli tanimlardir:
Bir referansa gore ekleme olarak adlandirilan alel, evrimsel olarak sonradan ortaya ¢ikmig olay olmayabilir.
Burada kisa indel, segilen kiiciik varyant yonteminin ele aldig1 kiiglik ekleme/silme alellerini ifade eder;
evrensel bir uzunluk sinir1 koyulmaz.

2.1 Ploidi, okumalara sorulan soruyu degistirir

Ploidi, bir lokustaki genotip modelinin temsil ettigi kromozom kopyasi sayisidir. Diploit ve iki alelli bir
modelde fazlanmamig olasiliklar referans/referans, referans/alternatif ve alternatif/alternatiftir. Haploit
modelde tek alel kopyasi bulunur; tetraploit modelde alternatif alelin birden fazla dozaji olabilir. Tetrap-
loit genotipi kodlayabilen bir ¢agirici, bu dozajlar1 ayirt etmek igin yine yeterli kanita ve uygun modele
ihtiya¢ duyar. Ploidi parametresini ayarlamak, benzer homeolog kromozomlar arasindaki hizalama soru-
nunu ¢ozmez.

Ploidi aym 6rnegin farkli bolgelerinde degisebilir. Egey kromozomlari, organeller, andploit bolgeler ve
kopya sayis1 degigiklikleri, genom genelinde tek deger kullanma varsayimini bozabilir. Her modelin uygu-
lanacagi biyolojik ve referansa 6zgii bolgeleri belirleyin. Bir poliploidin referansinda birden fazla homeolog
tek bolgede birlegmisse olagandisi derinlik ve goriiniirde heterozigotluk, birkag genomik kopyanin ayni ko-
numa hizalanmasini yansitabilir. Bu gézlemler dogrudan biyolojik yoruma degil, montajin ve hizalamanin
incelenmesine gerekge olugturur.

VCF genotip indisleri alel sirasini gosterir. 0 referans aleli, 1 ilk alternatif aleli, 2 ise ikinci alternatif aleli
belirtir. Bu yiizden diploit 0/1 ile haploit 1 farkli modelleri ifade eder. Egik ¢izgi fazlanmamig alelleri,
dikey cizgi fazlanmis alelleri ayirir. Faz, alellerin belirtilen fazlama baglaminda kromozom kopyalarina
atanmig oldugunu gosterir; yalnizca varyantlar birbirine yakin diye varsayilmamalidir [3].

2.2 Giivenin dort diizeyi

Phred déniisiimii bir olasiligi logaritmik olgekte ifade eder:

Q = —10log, (p).

Hata olasilign 1072 ise karsilik gelen puan 30’dur. Bu bir matematik 6rnegidir; filtreleme 6nerisi degildir. p
ile hangi olayin ifade edildigi 6nemlidir. Baz kalitesi bir niikleotit gézlemiyle, hizalama kalitesi okumanin
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yerlegtirilmesiyle, genotip kalitesi model altinda yapilan genotip atamasiyla, lokus kalitesi ise varyant kay-
diyla iligkili kanmitla ilgilidir. Aym sayisal 6lcegi kullanmalari, bu farkl dizeylerdeki puanlarin birbirinin
yerine gegebilecegi anlamina gelmez [4, 3].

Kohorttaki en az bir 6érnekte alternatif aleli giiglii kanitla desteklenen bir lokus diigiiniin. Derinligi diisiik
bir 6rnegin o lokustaki genotipi yine de belirsiz olabilir. Bagka orneklerin alternatif alel tagidigi bir
konumda, bir érnek giivenle referans olarak da cagrilabilir. Bu nedenle lokusun kabulii ile genotipin
kabulii ayr1 kararlardir. Kohort diizeyindeki kalite degeri, her 6rnegin genotipini giivenilir hile getirmez.

Dikkat edilmesi gerekenler

Eksik genotip, referans genotip degildir. Diploit gosterimde ./., genotipin verilmedigini; 0/0, refe-
rans/referans gagrisimi belirtir. Eksik degerleri referans ¢agrilariyla degistirmek alel sayilarini, ek-
siklik oranlarini ve sonraki biyolojik sonuglar: degistirir. Yalnizca varyant igeren bir VCF’de kaydin
bulunmamasi da o konumda yeterli referans kaniti oldugunu gostermez.

Okuma destegi, oy sayimi degil kanittir. Giivenilir bi¢imde yerlegtirilmig farkli molekiillerden gelen on
gbzlem ile tek bir gogaltilmig parcadan gelen on duplike okuma ayni degildir. Zincir yonii, okuma igindeki
konum, yerel dizi baglami ve yakin eslesmezlikler goriiniirdeki bir aleli agiklayabilir. Cagirici bu bilginin bir
boliimiini kendi modeline gore birlestirir; kalite kontroli ve sonraki inceleme, modelin 6rnegi hedeflenen
¢ikarim icin yeterince iyi temsil edip etmedigini degerlendirir.

3 Dosyalar1 bir kanit zinciri olarak okuyun

FASTQ, okuma dizilerini ve baz kalitelerini saklar. Yaygin dort satirh kayitta tammmlayic1 @ ile baglar;
ikinci satir diziyi igerir, liclincii satir + ile baglar, dérdiincii satir baz bagina kaliteyi kodlar. Dizi ve
kalite dizgelerinin uzunluklar esit olmalidir. Eglenik uglu dosyalar, DNA pargalarinin dizilenen iki ucunu
tanimlar; filtreleme boyunca eslesmeleri korunmalidir. Okuma adi biyolojik tekrari degil, bir gozlemi
tanimlar.

SAM metin tabanl bir hizalama bigimidir; BAM ayni hizalama bilgisini ikili bigimde saklar. CRAM, refe-
rans ve ¢oziimleme gereklilikleri ayrica degerlendirilmesi gereken bagka bir hizalama bigimidir. Hizalama,
bayraklar, hizalama kalitesi ve CIGAR adi verilen iglem dizgesi aracihigiyla okumanin nereye ve nasil
yerlestirildigini agiklar. Siralanmig ve indekslenmis BAM, bolgesel erigimi destekler; ancak siralama ve
indeksleme dogru hizalamay1 ya da érnek kimliginin korundugunu kanitlamaz [4, 5].

3.1 Sentetik bir hizalama

Agagidaki kayit sematiktir; gergek SAM’deki sekmeler okunabilirlik i¢in bogluklarla gosterilmigtir. toy1
kontiginin 101-106 konumlarindaki bazlarin ACGTAC oldugunu varsayin.

Ornek kayitlar

r001 O toyl 101 60 6M * O O ACGTTC IIIIII

Okuma, referansin bir tabanli 101 konumunda baglar. Hizalanan alt1 baz 101-106 konumlarini kapsar;
okumanin beginci bazi1 T, varsayilan referansin 105 konumundaki A bazindan farklidir. 6M CIGAR ifadesi
alt1 hizalanmig eglesme veya eglesmezlik anlamina gelir; alti niikleotidin 6zdeg oldugunun dogrulandigini
gostermez. Bu 6rnekte eglesmezlik, M igleminin icinde yer alabilir. Kalite dizgesindeki I harfleri kodlanmisg
kalitelerdir; ekleme iglemi degildir. Boyle tek bir gbzlem, 6rnegin genotipini belirlemeye yetmez.

3.2 VCF, alelleri ve orneklerdeki durumlarini tanimlar

VCF baglig1 dosya siirtimiinii, kontigleri ve anotasyonlarin anlamlarini tanimlar. Her veri kaydi kromozom,
konum, tanimlayici, referans ve alternatif alel, kalite, filtre durumu ve bilgi alanlarini icerir. Ornek siitun-
lart FORMAT alanina gore yorumlanir. BCF, varyant verisinin ikili temsilidir. Baglik bilimsel tanimin bir
parcasidir: Ayni goriinen etiketlerin dosyalar birlegtirilmeden 6nce uyumlu anlamlara sahip olmasi gerekir
[3].
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Ornek kayitlar

#CHROM POS ID REF ALT QUAL FILTER INFO FORMAT sample_A
toyl 1056 . A T 60 PASS o GT:DP:GQ 0/1:18:35
toyl 110 . AT A 45 PASS o GT:DP:GQ ./.:3:.

Bu kurmaca satirlar, okunabilir bir alintidir; tanim satirlar1 ve sekme ayraglar: ¢ikarildigr igin tam ve
gecerli bir VCF degildir. ilk satir, 105 konumunda A’dan T’ye varyasyon onerir ve sample_A icin diploit
heterozigot genotip verir. Tkinci satir, 110 konumundaki capa A bazindan sonra gelen T’nin silinmesini
temsil eder; ancak bu 6rnek i¢in genotip vermez. PASS degeri, kaydin tanimlanmig lokus filtreleme sema-
siyla ilgilidir. Eksik genotipi gegersiz kilamaz. Derinlik ve kalite sayilar1 énerilen egikler degil, alanlar
aciklayan ornek degerlerdir.

3.3 Koordinatlar agik doniisiim gerektirir

SAM metnindeki konumlar ve VCF konumlar: bir tabanhdir. BED araliklarinda yaygin olarak sifir tabanh
baglangic ve diglanan bitig kullanilir. Bu nedenle referansin 101’den 106’ya kadar olan bazlar1 BED’de
toyl 100 106 olarak gosterilir. Uzunluklar1 106 — 100 = 6 bazdir. VCF’nin 105 konumundaki tek baz,
BED’de toyl 104 105 araligina karsilik gelir. Komut satirindaki bolge sozdizimi ile ikili dosyanin ig
koordinatlar1 ayni olmak zorunda degildir; araligir aktarmadan once ilgili aracin arayiiziinii kontrol edin
[4].

Yukaridaki ¢apali silmede VCF referans aleli 110-111 konumlarim kapsar; BED karsiligi toyl 109 111
olur. Yalnizca silinen T ise toyl 110 111 araligindadir. Bu araliklar farkli sorulari yamitlar. Varyantlarla
genomik 6zelliklerin kesigimi hesaplanirken ¢apa, degisen bazlar veya aracin tanimladigi varyant kapsami
kullanmilabilir. Ozellikle ekzon smirlarindaki ekleme ve silmeler icin hangi tanimin kullanildigimi belirtin.
Stipheli bir koordinat sorununu, bilinen sentetik bir 6rnekle sinamadan tiim konumlar: kaydirarak ¢ézmeye
calismayin.

3.4 Referans giiven dosyasi ne ekler?

Yalnizca varyant iceren VCF, agirlikli olarak bildirilen varyant lokuslarini kaydeder. gVCF ise incelenen
bolgelerdeki referans ve gozlenmemis alternatif durumlarin kanitina iligkin bilgiyi de tagir. GATK yolun-
da benzer referans giivenine sahip boéliimler bloklar halinde sikigtirilir; <NON_REF> gibi sembolik aleller
modelde yer alir. Bunlar gbzlenmis siradan eklemeler veya gercek DNA dizileri degildir. gVCF, uyumlu
bir sonraki genotipleme agamasinin ara ¢iktisidir; yalnizea daha biiytik bir son VCF degildir [7].

Referans giiven bilgisi, bagka bir érnegin alternatif alel sundugu konumda referansi destekleyen kaniti olan
ornek ile kullanilabilir kaniti olmayan 6rnegi ayirmaya yardimci olur. Yorum yine kapsama, c¢agiricinin
kurallarina ve iglenen araliklara baghdir. Dosya uzantisi, farkl ¢agiricilar arasinda uyumlulugu tek bagina
gostermez. Ureten yontemi ve siiriimii koruyun; secilen ortak genotipleme aracinin séz konusu gVCF
modelini kabul ettigini dogrulayin.

4 Uyumlu bir referans ve ornek kaydi hazirlayin

Referans paketi, ayni koordinat sistemini tanimlamasi gereken birden fazla kaynagi bir araya getirir. FAS-
TA diziyi saglar; indeksi diziye erigimi miimkiin kilar; dizi s6z1iigii ise gerektiren yazilimlar i¢in kontigleri
tanimlar. Gen anotasyonlari, hedef araliklar ve bilinen varyant kaynaklar: farkli bilgiler ekler. Aymi tiir
adin1 tagiyan dosyalar; montaj siiriimii, kontig adlandirmasi, organel dizileri, alternatif iskeleler veya
anotasyon silirtimii bakimindan ayrilabilir. Uyumluluk, igerik ve kaynak bilgisi tizerinden gosterilmelidir.

Caligmaya ve mevcut kaynaklara uygun montaji secerek baglaym. Saglayiciyi, erisim numarasini veya
sirtimiini, igerdigi dizi kiimesini ve yapilan degisiklikleri kaydedin. Alternatif diziler igeren kromozom
diizeyindeki montaj, yalnizca birincil dizileri iceren alt kiimeyle ayni degildir. Dizi eklemek veya gikarmak,
hizalayicinin degerlendirebildigi se¢enekleri degistirir. Kullanilan FASTA nin tam kopyasima ait biitiinliik
kaydim yerel olarak saklayin ve indeksleri bu dosyadan iiretin. Alttaki dizi degismigse yalnizca dosya adi
eslegiyor diye bir indeksi yeniden kullanmak giivenli degildir.
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Kaynak Uyumluluk sorusu

Referans FASTA  Koordinatlar: hangi montaj ve dizi alt kiimesi tanimliyor?
Gen anotasyonu  Kontig adlari, koordinatlar ve siirtimiin kaynak bilgisi bu montajla eslesiyor mu?

Hedef araliklar Hangi koordinat kurali ve deney tasarimiyla iiretildiler?
Bilinen lokuslar ~ Aleller ve konumlar bu referansa gore gecerli mi?
Ornek cizelgesi Tammlayicilar bireyleri, kiitiiphaneleri ve dizileme birimlerini ayiriyor mu?

Kontig adini degistirmek sinirli bir iglemdir. 1 adin1 chrl yapmak, ancak diziler ve koordinat sistemleri
zaten uyuguyorsa adlar1 uzlagtirabilir. Bir montaji digerine déniistiiremez. Montajlar arasinda koordinat
doniigiimii, uygun bir egleme ve donitigtiiriilen alellerin dogrulanmasini gerektirir; bazi lokuslar eslenemez
veya farkl bigimde temsil edilir. Yeni bir analizde, dogrudan segilen montaj i¢in hazirlanmig kaynaklar:
edinmek ¢ogu zaman 6nlenebilir belirsizlikleri azaltir.

4.1 Ornek, kiitiiphane ve kosu kimliklerini ayirin

Ornek cizelgesi; biyolojik 6rnek, ekstraksiyon, kiitiiphane ve dizileme birimi arasindaki iligkiyi korumalidir.
Aym kiitiiphanenin farkh dizileme seritlerinden gelen okumalar aym biyolojik 6rnege katki saglar. Ayni
bireyin farkli kiitiiphaneleri ise okumalar1 daha sonra birlikte analiz edilse bile ayr: kiitiiphane etiketleri
gerektirebilir. Okuma gruplari, hizalama dosyalarinda 6rnek ve kiitiiphane bilgisi dahil tanimlayicilar
tagir. Bu alanlar sonraki araclarin gruplama davranigini etkiler; yalnizca gorsel etiket olarak ele alinamaz
[4].

Hizalamalar1 birlestirmeden 6nce tiim girdilerin beklenen 6rnege ait oldugunu, ayni referansi kullandigim
ve dogru okuma grubu iligkilerini korudugunu dogrulayin. Teknik olarak bagarili bir birlegtirme, yanlg-
likla iki bireyin verisini bir araya getirebilir. Kayith kimligi, organizmaya uygun deneysel veya genetik
kontrollerle karsilastirm. Ust veri herkese acik paylasilamiyorsa hassas bilgileri okuma adlarima ya da disa
aktarilan dosya adlarina koymak yerine denetimli bir yerel esleme tutun.

Is akis1 kaydi, her sonucun girdilerini, referans kaynaklarmi, yazilim ortamimi ve parametre secimlerini
birbirine baglamalidir. Okuma kirpma, duplike politikasi, aralik kisitlamasi, ploidi ve filtreleme gibi kaniti
etkileyen degisiklikleri kaydedin. Ik alinan veriyi tiiretilmis dosyalardan ayri tutun. Béylece degisen bir
¢agr1 kiimesinin yeni okumalardan mi, farkli modelden mi yoksa farkli referanstan mi kaynaklandig:
acgiklanabilir; her dosya yeni ve bagimsiz bir sonug sayilmaz.

4.2 Maliyetli asamalardan 6nce inceleyin

Kiiciik yapisal kontroller, hizalama veya cagirma ciddi kaynak tiiketmeden 6nce uyumsuz girdileri yakala-
yabilir. Beklenen dosya adlarini ve tiirlerini dogrulayin; bagliklar1 inceleyin, érnek adlarin kontrol edin ve
kontig soézliiklerini kargilagtirin. Sikigtirilmig varyant dosyalarimin sonraki aracin kabul ettigi sikigtirma
ve indeksi kullandigini kontrol edin. Dosyanin bog olmamasi ve indekslemenin bagarili olmasi yalnizca
siirl 6zellikleri gosterir; biyolojik gecerliligi kanitlamaz.

Komut satairi

# Illustrative checks on an exzisting prepared alignment.
samtools quickcheck sample.ready.bam

samtools view —-H sample.ready.bam

samtools flagstat sample.ready.bam

Bu komutlar resmi SAMtools araytiziinii izler [5]. quickcheck, her hizalamay: bozulma agisindan oku-
mak yerine baglik ve dosya sonu ozelliklerini kontrol eder. Baglik incelemesi referans ve okuma grubu
tamimlarini agiga c¢ikarir; flagstat hizalama bayraklarin 6zetler. Ciktilari, beklenen érnekler ve dene-
yin ozellikleriyle birlikte yorumlayin. Bu notta komutlar belgelerle kargilagtirilmistir; bir ¢aligma veri
kiimesinde caligtirilmamigtir.

4.3 Referans secimi bir analiz kararidir

Daha eksiksiz veya cesitliligi daha iyi temsil eden referans, eski dogrusal montajin yetersiz temsil ettigi
dizileri agiga cikarabilir. Taslak insan pangenomu c¢alismasi, degerlendirdigi graf tabanlh ig akiglarinda
varyant saptamanin degistigini gostermistir; dogrusal hattin yalnizca FASTA dosyasini degigtirmek bu
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yontemi yeniden iiretmez [37]. Yeni montaj; koordinatlari, hizalamalar1 ve kaynak uyumunu degistirir.
Indeksleri yeniden olusturun, eslesen dogruluk ve anotasyon kaynaklarini kullanin; montajlar1 karsilag-
tirtyorsaniz koordinat déniigiimiinti denetleyip kaydedin. Olson ve arkadaglarinin derlemesi bu secimleri
eksiksiz insan genomlar1 ve kargilagtirmali degerlendirme baglaminda ele alir [36]. Derleme onerileri ve
insanda o6lgiilen performans, model dig1 bir organizmanin dogrulugunu kanitlamaz.

5 Kisa okuma kanitini yorumlanabilir hale getirin

On igleme, okumalar1 belirli bir ¢agirma modeline hazirlar. Amag her kalite grafigini ideal bir érnege
benzetmek degil, teknik sorunlar1 belirlemek ve kamiti tutarli bigimde temsil etmektir. Okuma kalite
profillerini, adaptor dizilerini, baz bilegimini, okuma uzunluklarim ve fazla temsil edilen dizileri deney
baglaminda inceleyin. Yanli baz bilegsimi organizmadan veya kiitiiphane tasarimindan kaynaklanabilir;
kalite uyaris: verinin atilmasi gerektigi anlamina degil, incelenmesi gereken bir gozleme kargilik gelir.

Istenmeyen adaptor dizileri veya diisiik kaliteli uclar analizi etkiliyorsa kirpma yararhdir; ancak hizalayi-
ciya verilen okumalar: degistirir. Eglesmeleri koruyun, kalan okuma uzunluklarini ve sayilarini kaydedin.
Agimt kirpma gercek ve bilgi tagiyan diziyi ¢ikarabilir, benzersiz yerlegsimi azaltabilir. Kirpma kuralini
kiitiiphane ve ¢agirma yolu i¢in se¢in, ardindan sonuglarin inceleyin. Mevcut diziyi ve hedeflenen analizi
degerlendirmeden evrensel bir asgari uzunluk ya da kalite esigi benimsemeyin.

Istege bagh eslik¢i betik fastp 1.4.0 kullanir. —-qualified_quality_phred 15, okuma diizeyindeki filtre
i¢in yeterli baz kalitesini tanimlar; Q15 altindaki her bazi kirpmaz veya ortalama kalitenin 15 olmasim
istemez. Varsayilan ——unqualified_percent_limit 40, yetersiz kaliteli baz oraminin en fazla %40 olmasina
izin verir. Kurmaca 100 bazlik bir okumada 30 bazin kalitesinin Q15’in altinda olmasi bu kurali ihlal
etmez. Kalitesi Q15’in altinda olan baz sayis1 41’e gikarsa okuma elenir. Diger filtreler her iki okumay:
da reddedebilir. --length_required 15, iglemeden sonra 15 bazdan kisa kalan okumalar: eler. Adaptor
kirpma agiktir; taninan NextSeq/NovaSeq verilerinde poli-G ug kirpma kendiliginden etkinlegir. Bu betik,
kayan pencereyle kalite kirpmay1 veya poli-X kirpmay1 agmaz [42].

Yeterli baz kalitesi egigini yiikseltmek, okumay1 kisaltmadan yetersiz sayilan bazlarin oranini artirabilir.
Kaliteye gore kirpma ise dizi gikarir ve sonrasinda uzunluk filtresini devreye sokabilir. fastp raporlarinda
korunan ¢iftleri, elenme nedenlerini ve uzunluk dagilimlarini; ardindan hizalanmay: ve giivenilir ¢agr
yapilabilen kapsami karsilagtirin. Daha kati ayarlar son ¢agrilari her zaman iyilegtirmez.

5.1 Hizalama, genomik koken onerir

Hizalayici, her okuma icin segilen referansta olasi yerlesimler arar. Eglenik uc bilgisi, parga uclari arasin-
daki iligki yoluyla yerlegimleri kisitlar. Tekrarlar ve ¢ok benzer genler birden fazla kokeni destekleyebilir;
referanstan uzaklagma ve dizileme hatalar: ek belirsizlik getirir. Hizalama kalite puani, hizalayicinin ken-
di modeli altinda yerlesime duydugu giiveni 6zetler. Secilen referansin dogru genomik kopyay: icerdigini
kanitlamaz.

Hizalamadan sonra deneyin gerektirdigi ol¢iide hizalanma oranlarini, kapsama dagilimini, parga uzunlugu
davramsgini, duplike olgiitlerini ve uyumsuz veya tamamlayici hizalamalar1 inceleyin. Tek toplu degere
dayanmak yerine 6rnekleri ve dizileme birimlerini kargilagtirin. Ortalama kapsami yeterli bir kiitiiphanede
bile GC bakimindan zengin bolgeler, tekrarli lokuslar veya yakalama hedefleri yetersiz temsil edilebilir.
Eksik ¢agrilar yorumlanirken hedeflenen analiz bolgesindeki kapsama, genom genelindeki tek ortalamadan
daha agiklayicidir.

Koordinata gore siralama, hizalamalar: bolge temelli islemeye hazirlar; indeksleme verimli erigim saglar.
Okuma gruplarim koruyun ve beklenen kontigleri kontrol edin. Her ikisi de BAM iiretiyor diye genomik
DNA igin RNA-seq hizalama regetesini kullanmayim. Ekzon birlesimlerine duyarh hizalama ve transkript
kaynakli kapsama, genomik varyant kegfinden farkli varsayimlara dayanmir. Uzun okuma cagiricisi da
burada aciklanan kisa okuma yolundan farkl hizalayici ve platforma 6zgii model gerektirebilir.

5.2 Duplikeler, gozlemler arasindaki bagimlilig1 gosterir

Kituphane ¢ogaltimi, tek bir 6zgiin parcanin kopyalarindan birden fazla okuma tretebilir. Bu kopyalar:
bagimsiz molekiiller saymak bir alelin destegini abartabilir. Duplike igsaretleme, sonraki yazilimin belge-
lenmig politikasini uygulayabilmesi igin bayrak atar. Aymi diziye sahip tiim okumalar: silmekten farkhdir.
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Dogal olarak 6zdes parcalar, optik duplikeler ve cogaltilmig kopyalar; kiitiiphane ve kullanilan yontem
baglaminda yorumlanmahdir [4, 7).

Siradan koordinat temelli duplike politikasin1 amplikon deneyine dogrudan uygulamayin: Tasarim, uglar
ayni olan ¢ok sayida molekiilii bilerek tiretir. Benzersiz molekiiler tanimlayici igeren kiitiiphaneler, bu
tanimlayicilar: ve hata modelini yorumlayan yontem gerektirir. Duplike ol¢iitleri girdi miktari, dizileme
derinligi ve kiitiiphane karmagikligina gore de degisebilir. Yiiksek duplike orani inceleme gerektirir; tek
bagina nedeni belirlemez veya evrensel ret esigi olugturmaz.

Islem siras1 énemlidir. Duplike araci, koordinata gore siralanmis cikt1 iiretmeden 6nce eg bilgisi, belirli
bir siralama diizeni veya kiitiiphane etiketi gerektirebilir. Segilen uygulamanin tiim hazirhk gereklilikle-
rini izleyin. Dizinin iginden alinmg kisa bir komut calisabilir; yine de amaglanandan farkli okumalar:
isaretleyebilir. Eslik eden hazirlik betikleri, ara siralama diizenleri dahil bu iglem sirasini agikca gosterir.

5.3 Baz kalitesi yeniden kalibrasyonu kosulludur

Baz kalitesi yeniden kalibrasyonu (BQSR), bildirilen baz kaliteleri ile ampirik eglesmezlik oriintiileri
arasindaki sistematik farklar1 tahmin eder. Niikleotit dizisini onarmak yerine giiven degerlerini ayarlar.
GATK yaklagimi, dizi baglami ve okuma dongiisii gibi ortak degiskenleri modeller [10]. Gergek biyolojik
farklarin otomatik olarak dizileme hatasi sayilmamas: i¢in bilinen varyant lokuslar: maskelenir [8].

Bu gereklilik, kaynaklar: zengin ve sinirli organizmalar arasinda pratik bir ayrim olugturur. Bilinen lokus
kiimesi referansla eslegsmeli ve maskeleme amaci i¢in yeterince giivenilir olmalidir; indirilebiliyor olmasi
yeterli degildir. Baglangi¢ kaynaklarinin yinelemeli olugturuldugu bir yolda, 6n ¢agri kiimesinden aday
maskeleme lokuslar tiiretilebilir; ancak ayni okumalara ve modele bagimlilik siirer. Yineleme, son ¢agrila-
rin dogruluguna iligkin bagimsiz dogrulama degildir. Baglangi¢ lokuslarinin nasil elde edildigini kaydedin
ve miimkiin oldugunda siireci ayr1 kanitla degerlendirin.

BQSR, her dizileme platformu veya c¢agirici igin zorunlu bir iglem degildir. Segilen is akiginin bunu bekle-
yip beklemedigini, verinin kalite modelinin uygunlugunu ve gerekli kaynaklarin bulunup bulunmadigini
belirleyin. Ek bir 6n igleme agsamasinin mutlaka iyilegme saglayacagini varsaymak yerine tanisal davranisi
kargilagtirin. BQSR ayrica, ig akiginin ilerleyen kisminda ¢agrilmig varyantlarin anotasyonlarini modelle-
yen varyant kalite puami yeniden kalibrasyonundan farklidir. Benzer adlar farkli nesnelere ve kararlara
kargilik gelir.

Dikkat edilmesi gerekenler

On isleme ciktisy, yalnizca tanimlanmis bir cagiricinin gerekliliklerine gére analize hazir hizalamadir.
Siralama, duplike isaretleme ve yeniden kalibrasyon; 6rnegin kontaminasyonsuz oldugunu, ploidinin
dogru secildigini veya her lokusta ¢agri yapilabilecegini géstermez. Genotip yorumuna ge¢gmeden énce
¢ozlilmemis 6rnek ve referans sorunlarim kayitta koruyun.

6 Alelleri kesfedin ve kohortu genotipleyin

Varyant c¢agirma, okuma kanitinin hangi dizi durumuyla daha iyi agiklandigini degerlendirir. Basit bir
kavramsal modelde gagirici, aday genotip G altinda gozlenen okumalarin D olabilirligini, P(D | G),
hesaplar. Genotipin sonsal olasiligi, 6nsel varsayimlara da baghdir. Bu ayrim, ayni okuma sayilarinin
farkli model, ploidi veya parametreler altinda neden aymi c¢agrilar: iiretmeyebilecegini agiklar. Genotip
yorumlanirken model ve varsayimlar: da dikkate alinmalidir.

Cagirict hangi aday alelleri degerlendirecegine de karar vermelidir. Bir indelin yakininda, farkli okuma hi-
zalamalar1 ayni yerel haplotipi farkli bicimde tamimlayabilir. Montaja dayali yontemler, her eglesmezligi
bagimsiz ele almak yerine aday yerel dizileri yeniden kurabilir ve okuma kanitini bu dizilerle karsilag-
tirabilir. HaplotypeCaller, yerel montaj kullanan bir cagiricidir; FreeBayes bagka bir haplotip temelli
gerceve sunar. VCF {ireten tiim aracglar1 esdeger saymak yerine, destekledikleri varsayimlar ve giktilar
ayr1 degerlendirilmelidir [7, 14].
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6.1 Sinirlar1 belirli bir GATK 0Ornegi

Asagidaki s6zdizimi, tek ornek icin referans giliven cagrisini gosterir. Uyumlu, indekslenmis ve sozliigii
bulunan referans; gegerli 6rnek/okuma grubu bilgilerini tagiyan, hazirlanmig, koordinata gére siralanmig
ve indekslenmis BAM; ayrica gercekten diploit bir analiz bolgesi varsayilir. Dosya adlari kurmacadir.
Saglanmig verileri tamimlamaz veya dogrulanmig bir ¢ahgtirma ortami olugturmaz.

Komut satiri

gatk HaplotypeCaller \
-R reference.fa \
-I sample.ready.bam \
-0 sample.g.vcf.gz \
-ERC GVCF \
——sample-ploidy 2

Cikt1, uyumlu bir genotipleme agsamasi i¢in 6rnek bagina gVCEF’dir. 2 degeri, 6gretim 6rnegindeki diploit
modeli agikga belirtir; tiirler aras1 genel 6neri degildir. HaplotypeCaller diploit olmayan durumlar: des-
tekler; ancak olasi genotip sayisi ve hesaplama yiikii, ploidi ve alel sayisiyla artabilir. Giincel belgelerde
bolgeye bagl ploidi segenegi de bulunur; etkin bolge sinirlarindaki davramsi dikkat gerektirir. Bu tiir
secenekleri benimsemeden énce kurulu siiriimii dogrulaymn [7].

Bu kisa ¢rnek; calismaya ozgii araliklari, kaynak siirlarin1 ve kiitiiphane hazirligina bagl secenekleri
icermez. Ham FASTQ’dan baglayan caligtirilabilir bir is akigi degildir. PCR’siz hazirlandigi belgelenmig
kiitiiphane i¢cin GATK 4.6.2.0, ——pcr-indel-model NONE ayarini belirtir. Bu ayar, okumalar1 kirpmak veya
duplikeleri kaldirmak yerine PCR’ye 6zgii indel hata modelini kapatir. Varsayilan CONSERVATIVE degerini
yalnizca daha fazla indel elde etmek igin degistirmeyin. Gerekgeli bir degisiklikten sonra indel kanitini
inceleyin; secilen ¢agiricinin yeniden kalibre edilmig kalite bekleyip beklemedigini belirleyin. Kurulu yar-
dim metnini inceleyin ve kullanilan parametreleri koruyun. S6zdiziminin bagarili olmasi, biyolojik modelin
ornege uygunlugunu géstermez.

6.2 Ortak genotipleme neden ayri1 bir islemdir?

Bagimsiz ve yalmzca varyant igeren VCF’ler, tiim lokuslarda egdeger kanmit tagimaz. A Ornegi bir aleli
bildirirken B 6rneginde o konum yoksa B referans olabilir, yetersiz kapsanmis olabilir veya analiz bol-
gesinin diginda kalabilir. Satirlar: birlestirmek bu durumlar ayiramaz. Referans giiven ig akiginda 6rnek
dosyalar1 ortak aday lokuslarin yeniden degerlendirilmesi i¢in gereken bilgiyi korur; ortak genotipleme,
ornege Ozgii genotipler iceren bir kohort temsili tiretir [6].

GATK yolunda, uyumlu tek érnek gVCF’leri genotiplemeden 6énce GenomicsDB’ye aktarilabilir. Aktarma
bir depolama ve veri erigimi agsamasidir; son kohort genotiplerini iireten istatistiksel karar degildir. Tutarl
referanslar, uyumlu bagliklar, benzersiz ve dogru 6rnek kimlikleri ile belirtilmis analiz araliklar: gerekir.
Belgelenmig 6rnek esleme optimizasyonu, baglik birlestirmesinin bazi kontrollerini gevsettiginden 6nceden
uyumluluk kontrolii 6zellikle 6nem kazanir [9].

Kohort iiyeligi, sonucun kaynak kaydinimn parcas: olur. Ornek eklemek, kesfedilen alel kiimesini ve sonraki
anotasyon veya filtreleme 6zetlerini degigtirebilir; kohort tanmimini ve siiriimiinii koruyun. Akrabalik ve
popiilasyon yapisi da sonraki analizlerde ve kullanilan 6nsel olasiliklarda 6énem tagir. Ortak genotipleme
kontaminasyonu gidermez, tek bolgede birlesmis referansi onarmaz veya diigiik giivenli kanit1 bagimsiz
gbzleme dontigtiirmez.

6.3 Biyolojik anlam yiiklemeden Once gagrilar: inceleyin

Ik cagr1 kiimesi, modele dayali adaylardan olusur. Ornek diizeyindeki eksiklik, derinlik ve kalite dag:-
limlarini; varyant simiflarin1 ve genomik dagilimi deneyle iligkili olarak inceleyin. Teknik partiyle iligkili
degigiklikleri ve haploit olmasi beklenen bolgelerde beklenmedik derecede ¢ok heterozigot ¢agriy1 aragtirin.
Bu igaretler kontaminasyondan, karigmig érneklerden, duplike bolgelerden, yanlig ploididen veya gercek
biyolojiden kaynaklanabilir. Tek 6zet grafikten neden belirlemek yerine aciklamalari bagimsiz kantla
ayirin.

Yerel kanitin 6nemli oldugu durumlarda temsili lokuslar: bir hizalama goriintiileyicisinde inceleyin. Yer-
lesim belirsizligine, okuma baglangiclarina, zincir ve okuma konumu oriintiilerine, yakindaki indellere ve
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gercek referans baglamina bakin. Gorsel inceleme, bildirilen kayit ile onu destekleyen okumalar arasinda-
ki uyusmazhigr ortaya cikarabilir; aym zamanda segicidir ve gozlemciye baghdir. Sistematik performans
degerlendirmesinin yerini tutmaz veya hig ¢agrilmamig bolgelerin duyarliligini belirlemez.

Uygulama notu

Ug ciktiy1 kavramsal olarak ayirm: Aday lokus, érnek genotipi ve giivenilir cagr1 yapilabilen bélge.
Sonraki filtreleme lokusu kabul ederken bir érnegin genotipini maskeleyebilir; yakin varyantlar filt-
releri gegse bile bir bolgede giivenilir ¢agr1 yapilamayabilir. Bu ayrimlar1 anotasyona ve sonraki alel
frekans: veya iligkilendirme analizlerine tagiyin.

Sonraki agamalarda alel temsili normallegtirilir, gerekcelendirilmis lokus ve genotip filtreleri uygulanir,
performans degerlendirilir ve iglevsel anotasyonlar eklenir. Her agama, ¢agri kiimesinden giivenle gikarila-
bilecek sonuglar1 degistirir. Biyolojik agidan ilging bir alelin kanitina ve modeline kadar izlenebilmesi icin
ozgiin aday cagrilar: ve doniigiim kaydini koruyun.

7 Filtreleme: Hangi kanitin sonucu destekleyebilecegine karar
vermek

Varyant ¢agirici, istatistiksel bir model altinda genotip atar; filtreleme ise bu atamalardan hangilerinin
amagclanan analizde kullanilabilecegini belirler. Bunlar farkli kararlardir. Bir lokusta alternatif alelin bu-
lunduguna dair giiclii kanit varken, 6rneklerden birinin genotipini giivenilir bigimde belirleyecek veri
yetersiz olabilir. Tersine, tek bir 6rnekteki ikna edici genotip, kohort genelinde yanlig hizalamadan kay-
naklanan bir lokusu giivenilir yapmaz. Bu nedenle biitiin VCF dosyasina tek bir kalite egigi uygulamak
yerine lokus, genotip, 6rnek ve bolge diizeyindeki kararlar1 ayirin.

7.1 Ug filtreleme diizeyi

Lokus filtresi, bir kayd1 veya alternatif aleli hizalama kalitesi, zincir dengesizligi, derinlik ve okuma ici
konum yanlilig1 gibi kanitlarla degerlendirir. Genotip filtresi, tek bir 6rnegin atamasini genotip kalitesi,
bilgi saglayan derinlik ve alel destegi iizerinden degerlendirir. Ornek filtresi ise kontaminasyon, beklen-
meyen Ornek kimligi veya genom genelinde yetersiz kapsama gibi sorunlar:1 ele alir. Her kuralin hangi
diizeyde uygulandigini kaydedin. Bir kaydin PASS olmasi, o kayittaki biitiin genotiplerin kullanilabilir
oldugu anlamina gelmez.

Ek agiklamalarin anlamini ve kapsamimi VCF bagligi tanimlar. INFO/DP ile FORMAT/DP ayni niceligi gos-
termeyebilir; cagiriciya 6zgii derinlik, i¢ filtrelerin reddettigi okumalar1 digarida birakabilir. QUAL lokus
diizeyindeki bir hipotezle, GQ ise belirli bir model altinda genotiple ilgilidir. Bu degerler, farkl ¢agiricilar
arasinda evrensel olarak kalibre edilmig olasiliklar gibi kullanilmamalidir. Daha sonraki kararlar: yeniden
degerlendirebilmek icin filtre etiketlerini ve 6zgiin ¢agri kiimesini koruyun. Nokta ile gosterilen eksik filtre
durumu, degerlendirilip gectigi agikga belirtilen durumdan farklidir [3].

Alel dengesi grafigi, genotipi onu destekleyen okumalarla iligkilendirdigi i¢in yararlidir. Siradan bir diploit
heterozigotta iki alelin benzer destek almasi yararh bir beklentidir; kesin bir kosul degildir. Ornekleme
degiskenligi, referans yanlihigi, yerel kopya sayisi ve hizalama hatalar: oram degistirebilir. Beklenti, ploidi
ve biyolojik baglamla birlikte degigir. Haploit izolatlara, poliploitlere, havuzlanmis 6rneklere veya diigiik
frekansh somatik varyantlara diploit alel dengesi kurali uygulamayin.

Kurmaca, iki alelli diploit bir lokusta {i¢ 6rnegin genotipleri 0/0, 0/t ve 1/1; FORMAT/DP degerleri
sirasiyla 20, 5 ve 30 olsun. Baglangigta AN=6, AC=3, AF=3/6 =0.5 olur. AN, ¢agrilmig alelleri; AC ise alternatif
alelin kopyalarmi sayar. Ogretim amaciyla secilmis FORMAT/DP<10 kurali ikinci 6rnegi maskelerse genotipler
0/0, ./. ve 1/1 olur; yeniden hesaplama AN=4, AC=2, AF=2/4 =0.5 verir. Frekans aym kalsa da payda
kiigilmustiir. Bu esik 6nerilen filtre degildir. Maskeleme, genotipi 0/0 yapmaz; eslik¢i maskeleme agamasi
INFO sayimmlarini kendiliginden yenilemez. Frekans analizinden 6nce sayimlar:i korunan genotiplerden
yeniden hesaplayin; 6rnegin bcftools +fill-tags ile -t AN,AC,AF kullanilabilir [17].

10



Genomik Varyantlar Normalizasyon

7.2 Kurallar1 deneyden hareketle segmek

Ek aciklama dagilimlarini SNP ve indeller, ilgili kapsama katmanlar: ve dizileme partileri igin ayr1 ayri
inceleyin. Boyle bir kanit varsa, gercek olmasi olasi varyantlari bagimsiz bicimde desteklenen hatalar-
la kargilagtirin. Cok yiiksek derinlik, referansta tek bolgeye indirgenmis bir tekrari gosterebilir; diisiik
derinlik ise genotipi belirsizlestirebilir. Aym sayisal egik, hedef zenginlestirme deneyleri, genomlar ve or-
ganizmalar arasinda bu durumlarm tiimiinii temsil edemez. Onerilen smirlara yakin varyantlar: inceleyin;
her kuralin kag lokusu ve genotipi degistirdigini kaydedin.

GATK, sabit egiklerle filtreleme ile varyant kalite skoru yeniden kalibrasyonunu (VQSR) ayirir. Sabit
esiklerle filtreleme, belirli ek agiklamalara agik esikler uygular. VQSR ise uygun kaynaklar ve yeterli
sayida bilgi saglayan varyant kullanarak bir ek agiklama modeli 6grenir; her veri kiimesinde kendiliginden
iyilesme saglamaz. Yayimlanmig insan 6rnekleri, ek agiklamalarin davramigini agiklar; farkl bir tiir, kiigitk
bir hedef paneli veya degistirilmis laboratuvar protokolii icin egik belirlemez. Isleme sirasinda kullanilan
bir bilinen varyant kaynag: da kendiliginden bagimsiz dogruluk kiimesi sayilmaz [11].

Popiilasyon kontrollerinin kendilerine 6zgii varsayimlar: vardir. Beklenmeyen heterozigotluk, eksiklik, ak-
rabalik veya alel frekansi oriintiileri bir sorunu gosterebilir; gergek biyolojiyi de yansitabilir. Hardy—
Weinberg testi, uygun bir popiilasyon modeli varsayar. Secilim, popiilasyon yapisi, akraba ciftlegsmesi,
klonalite, cinsiyete baglilik ve 6rnek se¢imi, basit bir diglama kuralini yaniltici kilabilir. Bir popiilasyon
istatistigini hata belirteci olarak kullanmadan 6nce deney tasarimim inceleyin. Olgu-kontrol analizinde
gruplar arasinda farkh eksiklik 6zellikle dikkate alinmalidir; teknik nedenlerle gézlenemeyen veriler, biyo-
lojik bir fark: taklit edebilir [26].

7.3 Giivenilir cagr1 yapilabilen bolgeler payday: belirler

Bir varyant kaydinin bulunmamasi, referans genotipini kamitlamaz. Bir konumda kapsama olmayabilir,
hizalama ol¢iitleri saglanmayabilir, konum hedeflerin diginda kalabilir veya cagirici tarafindan diglanmisg
olabilir. Sorunun gerektirdigi kanita gore giivenilir ¢agri yapilabilen bélgeyi tanimlayin, bolge maskesini
saklayin ve amaclanan analiz alaniyla iligkisini raporlayin. Ornege 6zgii maske, o érnegin nerelerde deger-
lendirilebildigini gosterir; kohort maskesi ise bagka bir soruyu yanitlar ve érneklerin nasil birlegtirildigini
belirtmelidir.

Ornegin iki 6rnegin varyant yiikiinii karsilastirmak, érneklerden birinde degerlendirilebilir dizi cok daha
azsa giiclesir. Yalnizca korunan varyantlar: saymak bu fark: gizler. Benzer bicimde, bir gendeki negatif bul-
gu, giivenle degerlendirilen kodlayan bazlarla kapsanmayan ekzonlar1 ve zor paralog bolgeleri ayirmalidir.
BED dosyast genellikle sifir tabanl, sag ucu diglayan araliklar kullanirken VCF konumlar1 bir tabanhdir;
kesisim almadan 6nce bu kurallar1 dogrulayin. Ozellikle indel sinirlarinda dikkat gerekir; dayanak baz
igeren kayit, biyolojik olaydan farkli bicimde bir bélgeyle ortiigebilir.

Dikkat edilmesi gerekenler

Filtreleme, verilerin destekleyebilecegi iddialar1 degistirir. Korunan kayit sayisini, eksik duruma geti-
rilen genotipleri, diglanan 6rnekleri ve giivenilir ¢cagri alaninin diginda kalan baz veya araliklari ayri
ayr1 raporlayin. Diizenli goriinen bir VCF, diglanan dizinin bagariyla incelendigini géstermez.

8 Normalizasyon: Karsilastirilabilir varyant gosterimleri

VCF kaydi, dizi farkinin bir goésterimidir; farkin kendisi degildir. Tekrarli bir dizide yinelenen bir ba-
zin silinmesi, ayni alternatif haplotipi iiretmesine ragmen birkag farkli konumda yazilabilir. Bitigik baz
degisimleri, tek bir ¢ok niikleotitli varyant veya birka¢ SNP olarak gosterilebilir. Veri tabanlariyla eslestir-
meden, kayitlar: birlestirmeden veya ¢agiricilar: kargilagtirmadan once, bu iglemde egdegerligin ne anlama
geldigine karar verin.

8.1 Referansa dayali normalizasyon

Kiiciik varyantlarin normalizasyonunda genellikle gecgerli VCF alelleri korunarak gereksiz ortak dizi ¢i-
karilir ve indeller segilen referansa gore sola hizalanir. Bu nedenle referans FASTA dosyas: iglemin bir
parcasidir. Kontig adlar1 ve dizileri VCF ile uyugmalidir; koordinatlar1 déntigtiirmeden yalnizca montaj
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etiketini degistirmek uyumsuzlugu diizeltmez. Normalizasyon araci, farkli bir biyolojik iddiay1 sessizce
tiretmek yerine tutarsiz referans alellerini ortaya ¢ikarmahdir [16, 3].

Sentetik CAAAAG referans parcasini diigiiniin. C bazini 1. konum sayarsak VCF’deki P0S=4, REF=AA, ALT
=A gosterimi, referansa gore sola hizalamadan sonra P0S=1, REF=CA, ALT=C olur. ikisi de caaAG dizisini
iiretir; korunan dayanak baz, silinmenin gegerli bir VCF kaydiyla yazilmasim saglar. Sola hizalama, tam
olarak bu diziye gore tutarl bir gésterim secer. Hangi fiziksel A’nin silindigini belirlemez, okuma kanitini
gi¢clendirmez veya yakin iki ¢agrinin aynm kromozomda olustugunu kanitlamaz. Ters zincirdeki transkripte
gbre yazilan bir varyantin da genomik referans goésterimiyle uzlagtirilmas: gerekir.

Asagidaki komut, belgelenmis bir bcftools norm iglemini 6rnekler. Uyumlu ve indekslenmis bir referans
ile kayitlar1 incelenmis bir girdi VCF’si varsayar. Dosya adlar1 yer tutucudur; komut, bu notta herhangi
bir veri kiimesinin iglendigini gostermez.

Komut satiri

bcftools norm -f reference.fa —-m -any \
-0z -o normalized.vcf.gz calls.vcf.gz
bcftools index normalized.vcf.gz

Burada -f, referans denetimleri ve normalizasyon ic¢in kullanilacak diziyi saglar; -m -any cok alelli ka-
yitlar ayirir, -0z ise sikigtirilmig VCF yazar. Kayit ayirma, sonraki analize yonelik bilingli bir tercihtir;
normalizasyonun zorunlu tanimi degildir. Déniigiimden sonra ¢ikti baghigini ve 6érnek genotipleri inceleyin.
Diizenli goriinen bir dosyanin anlami, sonraki analiz igin yine de uygun olmayabilir [16, 17].

8.2 Cok alelli lokuslar iligkiler tasir

Iki alternatif aleli olan diploit bir lokusta GT=1/2, érnegin birinci ve ikinci alternatif aleli tasidigini gosterir.
Referansa gore iki bagimsiz heterozigot anlamina gelmez. Bir ara¢ bu kaydi ayirdiginda, alel indeksli ek
agiklamalar ve genotip olabilirlikleri uygun bi¢gimde yeniden eglenmelidir. Bagliktaki Number=A, Number=R ve
Number=G bildirimleri sirasiyla alternatif alel bagina, referans dahil alel bagina ve genotip bagina degerleri
tammlar. Secilen doniigiimiin dosyadaki alanlari dogru isledigini denetleyin [3].

Alel iligkileri 6nemliyse 6zgiin kaydi veya ona izlenebilir bir baglantiy1 koruyun. Genotiplerin maskelen-
mesi ya da 6rnek alt kiimesinin segilmesi sonrasinda alel sayilar1 ve frekanslarimin yeniden hesaplanmasi
gerekebilir. Ayrilan her kayda kopyalanan lokus diizeyindeki ek agiklama, alele 6zgii kanit olmak zorunda
degildir. Yalnmzca iki alelli kayit kabul eden bir program, girdiye bir kisit koyar; bu kisit lokusun biyolojik
modeliyle karigtirilmamalidir.

8.3 Haplotipler ve dizi etkilerinin yorumlanmasi

Ayni kodondaki iki baz degisimi birlikte yorumlandiginda, ayr1 ayri anotasyonlarindan farkli bir amino asit
etkisi 6ngoriilebilir. Dolayisiyla degisimlerin cis mi yoksa trans mi oldugu 6nemlidir. Faz1 belirlenmemis
bir genotip bu soruyu yanitlamaz. Benzer bicimde, birkag indel ile gésterilen karmagik bir degisim, VCF
satirlari tek tek eglesmese de dogruluk haplotipiyle eslegebilir. Kayit diizeyinde esitlik bazi kargilagtirmalar
icin fazla katidir; genotip uyumu goz ardi edilirse bagka karsilagtirmalarda fazla gevsek kalabilir.

Performans degerlendirmesinde haplotipleri dikkate alan bir karsilagtirma yontemi kullanin; karsilagtir-
manin alelleri, genotipleri veya faz1 m1 degerlendirdigini belirtin. Her olay1 yalmizca satirlari tek bicime
sokmak i¢in pargalamak yerine, anotasyona uygun gosterimi koruyun. Normalizasyon, parcalama, faz be-
lirleme ve referans montaji déniigtiirme farkl sorunlari ¢ézer; birinin yapilmas: digerlerinin dogrulugunu
gostermez. Gosterim degisikliginden sonra varyant sinifina gore sayilar: karsilastirin ve degisen karmagik
lokuslar ilerlemeden énce inceleyin [23].

9 Anotasyon: Dizi farkini biyolojik modelle iligkilendirmek

Varyant anotasyonu, dig modelleri ve kanitlar1 kullanarak varyant hakkinda agiklamalar ekler. Dizi etkisi
tahmin araci, bir alelin kodlayan diziyi degistirip degistirmedigini, bir kesip birlestirme bdlgesiyle ortiigiip
ortiismedigini veya agiklanmig bir diizenleyici araliga diisiip diismedigini degerlendirebilir. Popiilasyon veri
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tabani, gozlenen frekansi saglayabilir. Deneysel calisma ise iglevsel etkiyi destekleyebilir. Bu aciklamalar
farkl sorular1 yanitlar ve anotasyonlu giktida ayirt edilebilir kalmalidir.

9.1 Uyumlu anotasyon kaynaklarini segmek

Gegerli bir anotasyon kaynak kiimesi; dogru referans montajini, gen modellerini, transkript tanimlayicilari-
n1 ve kaynak siirtimlerini bir araya getirir. Kontig adlandirmasini, koordinat kurallarini, ilgili durumlarda
genetik kodu ve her veri tabaninin kokenini dogrulayin. Tiir ad: tek bagina yeterli degildir; aym tiirtin iki
montajinda koordinatlar ve gen modelleri farkli olabilir. Siirtimii belirtilmeyen transkript erigim numara-
st da kodlayan dizideki bir degisikligi gizleyebilir. Genomik aleli ve 6ngoriilen dizi etkisinin tanimlandig:
transkripti birlikte kaydedin.

Ensembl VEP, tiire 6zgii bir 6nbellek, desteklenen GFF/GTF transkript modelleri ve 6zel anotasyon kay-
naklar1 kullanabilir. Onbellek siiriimii, yazihmin belgelenmis uyumluluk kosullarmi kargilamali; referans
montaji girdiyle eslesmelidir. Cevrim dig1 caligma, secilen kipin gerektirdigi yerel kaynaklara ihtiyac duyar.
Onbellek dizininin bulunmasi, referans ve yapilandirma kontroliiniin yerini tutmaz. SnpEff kendi genom
veri tabanlarini kullanir; uyumlu referans dizileri ve gen anotasyonlarindan veri tabani da olusturabilir.
Bunlar alternatif anotasyon yollaridir; tahmin edilen etkiyi birbirinden bagimsiz deneylerle dogrulamazlar
18, 19, 21, 22].

Model olmayan bir organizmada 6énce gen anotasyonunun kendisini inceleyin. Eksik ekzonlar, tamamlan-
mamig kodlayan diziler veya yanlg ceviri tablosu, varyant dogru cagrilsa bile yaniltici sonuglar iiretebilir.
Ozel SnpEff veri tabani, mevcut kodlayan diziler ve protein dizileriyle kontrol edilmeli; uyusmazhklar
aragtirllmalidir. Ozel gen modelleriyle VEP kullanirken desteklenen bigimi ve gerekli indekslemeyi siirii-
me 0zgii kilavuzdan dogrulaymn. Uygun gen modeli yoksa ortiisme ve dizi kanitini gercekten desteklenen
diizeyde raporlayin; ilgisiz bir tiiriin koordinatlarindan giivenilir bir protein etkisi atamayin.

9.2 Ornek anotasyon komutlar:

Agagidaki VEP o6rnegi; yazilimin, uyumlu yerel 6nbellegin ve eslesen indekslenmis FASTA dosyasinin
hazir oldugunu varsayar. Kabuk degiskenlerini deney ic¢in dogrulanmis tiir adi, montaj etiketi ve énbellek
konumuna goére ayarlayin. Bu yer tutucular 6zellikle insan referansini dayatmaz. Yerel énbellek siirtimii,
kurulu VEP siirtimiiniin uyumluluk kurallarini kargilamalidir.

Komut satari

vep ——input_file normalized.vcf.gz \
——output_file annotated.vep.vcf —-vcf \
——offline —--cache —--dir_cache "$cache_dir" \
——species "$species" -—assembly "$assembly" \
——fasta reference.fa

Komut, VCF ciktis1 ve yerel anotasyon kaynaklar: ister. VEP alanlarini ayrigtirmadan énce VCF basli-
gindaki INFO/CsQ bildirimini inceleyin. Bu bildirimin Format: agiklamasi alan sirasini verir; sira eski bir
ornekten tahmin edilmemelidir. Uyarilar1 ve érnek anotasyonlu alelleri degerlendirin. Islemin basariyla
bitmesi, biitiin transkript modellerinin referansla uyugtugunu kamtlamaz [19, 27].

Alternatif SnpEff 6rnegi, girdinin montaji ve anotasyon siiriimiiyle eglesen, 6énceden kontrol edilmis ye-
rel bir veri tabanini varsayar. database_id degigkenini bu veri tabaninin tam tanimlayicisina ayarlayin;
yalnizca tiir ad1 yeterli degildir.

Komut satari

java —jar snpEff.jar "$database_id" \
normalized.vcf.gz > annotated.snpeff.vcf

Ongoriilen biitiin dizi etkilerini esit derecede giivenilir saymak yerine ANN baghgimi ve alel diizeyindeki
uyarilari inceleyin. Uygun hazir veri tabani yoksa bu adimdan 6nce eglesen FASTA ve gen modellerinden
ozel veri taban olugturup kontrol edin. Veri tabani olugturma yolu, ayrica dizi ve geviri kontrolleri ge-
rektirir. Bu komutlar birbirinin alternatifidir; gemalarini uzlagtirmadan iki anotasyon ¢iktisini birlegtirme
talimat1 degildir [28, 22].
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9.3 Bir alelin transkripte bagl etkileri

Bir varyant, bir transkriptte kodlayan bolgede, digerinde intronda, {i¢linciisiiniin ise diginda bulunabilir.
Ozet secmeden 6nce transkript diizeyindeki dizi etkilerini koruyun. En agir éngoriilen etki, 6n elemede
yararlidir; ancak kanit destegi zayif bir transkripti 6ne gikarabilir. Ana veya kanonik transkript, yeniden
iiretilebilir bir se¢im kurali saglar; incelenen doku ya da durum igin biyolojik olarak ilgili transkript
oldugunu garanti etmez. Kurali belirtin ve 6nemli adaylar1 incelemek icin gereken alternatifleri saklayin
[18].

Standart cekirdek genetik kodunu kullanan, arti zincirdeki kurmaca bir 6rnekte genomik G>A degigimi,
T1 transkriptinin GAA kodonunu AAA yapar. Glutamat yerine lizin 6éngoriiliir; bu, yanhg anlamh bir dizi
etkisidir. Aynmi genomik baz T2 transkriptinin intronundaysa bu transkript icin intronik anotasyon verilir.
Bunlar tek alelin transkripte baglh iki aciklamasidir; iki ayr1 varyant veya transkript ifadesi 6l¢iimii degildir.
Transkript tanimlayicilarini ve stirtimlerini saklamak farkin incelenmesini saglar.

Es anlamli varyant, belirli bir transkriptte kodlanan amino asidi korur; bu terim biitiin molekiiler sii-
reclerin etkilenmedigini gostermez. Yanlig anlamli varyant amino asidi degistirir, ancak tek bagina iglev
bozuklugunu kanitlamaz. Tahmin edilen cerceve kaymasi veya dur kodonu olugumu, transkript yapisi-
na, okuma cercevesine ve dizi baglamima baghdir. Ongoériilen dizi etkisi, alelin modele dayali tanimidir.
Biyolojik 6nemi i¢in soruya uygun kamt gerekir.

Dikkat edilmesi gerekenler

HIGH veya MODERATE gibi etiketler, éngoriilen dizi etkisi kategorilerini 6zetler. Bunlar patojenite olasi-
lig1, uyum basaris1 dl¢iimii veya fenotipe varyantin neden oldugunun kaniti degildir. Ongériilen dizi
etkisini, iglevsel kanit1, popiilasyon kanitini ve son yorumu ayri alanlarda tutun [20].

9.4 Kanit1 baglamini kaybetmeden eklemek

Ozel veri tabanlar popiilasyon frekanslarini, korunmusluk skorlarini, kiiratérlii fenotipleri veya projeye
ozgi araliklar ekleyebilir. Eglegtirmeden 6nce referans montajini ve alel gosterimini uzlagtirin. Bir ara-
likla 6rtiisme, normalize edilmis alelin tam eglegmesinden farkli bir aciklamay1 destekler. Veri tabaninda
eslesme bulunmamasi; alelin veri tabaninda olmamasindan, kapsama eksikliginden, gosterim uyusmaz-
ligindan veya kaynagin organizmay1 kapsamamasindan kaynaklanabilir. Bu durum alelin kendiliginden
nadir oldugu anlamina gelmez.

Frekans i¢in, mevcutsa popiilasyon tamimini ve payday: saklaymn. Bir popiilasyondaki frekans tahmini
degigmeden bagka popiilasyona atanamaz; veri tabaninda gozlenmis alel de bu nedenle zararsiz sayilmaz.
1§lev tahmini skorlarinda yontem ve siirtimii koruyun. Tahmin araclarini birlegtirirken ortak egitim veri-
lerini veya ozellikleri dikkate alm. Tligkili tahminleri ayr1 kamt cizgileri gibi saymak destegi oldugundan
gliclii gosterebilir.

Anotasyonu, sentetik veya iyi tanimlanmig az sayida ornekle denetleyerek tamamlayin: Bir kodlayan baz
degisimi, bir kodlamayan alel, bir indel ve ilgili bir smir1 olan transkript. Alel yonelimini, transkript
kimligini ve beklenen kategoriyi kontrol edin. Bu denetim yapilandirmay: ve yorumlamay: sinar; deneyin
tiimiindeki duyarliligr veya 6zgiilliigii 6l¢mez.

10 Dogrulama: Iddiay: agikca tanimlanmis bir alanda 6lgmek

Makul goriinen bir is akigi, amaclanan gorevi yerine getirdigine dair kamit gerektirir. Iyi tamimlanmig bir
ornek tizerinden performans degerlendirmesi, belirli kargilagtirma kurallar: altinda referans ¢agri kiimesiy-
le uyumu 6lger. Okuma hizalamalarinin incelenmesi, tekil adaylar: aragtirir. Bagimsiz laboratuvar deneyi
ise secilmig aleli sinayabilir. Bunlarin hicbiri tek bagima biitiin dogrulama sorularini yanitlamaz. Kaniti
iddiaya gore secin; ig akisinin degerlendirilmesi ile belirli bir sonucun dogrulanmasini ayirin.

10.1 Dogruluk kiimesi varyantlarla birlikte bolgeleri de igerir

Kiigiik varyant performans degerlendirmesinde genellikle bir dogruluk VCEF’si ve giivenilir bélge BED
dosyas1 bulunur. BED, referans ¢agri kiimesinin karsilagtirmayi destekledigi alam tamimlar. Bunun digin-
daki diziler giivenle referans kabul edilmemelidir. Tam olarak esglesen montaji ve degerlendirme kaynag:
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siiriimiinii kullanin. Insan Genome in a Bottle (GIAB) kaynaklar1, tanimlanmig insan 6rnekleri ve deger-
lendirme bolgeleri saglar. Insan is akisi gelistirmedeki yararlari; mantar, bitki, havuzlanmis popiilasyon
veya tiimordeki performansi kanitlamaz [24, 23].

Hedef zenginlestirme deneyinde karsilagtirma ayrica amaglanan hedef alaniyla sinirlandirilabilir. Olusan
kesisimi ve sinirlari agan olaylarin nasil ele alindigini belirtin. Degerlendirme alaninin digindaki dogruluk
varyanti, siradan bir yanlig negatif degildir. Benzer bigimde, giivenilir dogruluk alaninin digindaki ek bir
¢agri, yalnizca dogruluk VCF’sinde bulunmadigl i¢in yanls pozitif sayilamaz. Diglanan ve degerlendiril-
meyen sonuglar: gériintir tutun.

Dogruluk kaniti, iddianin gerektirdigi 6lgiide bagimsiz olmalidir. Filtreleri tek bir degerlendirme 6rnegiyle
eslegene kadar ayarlayip ayni érnegi tarafsiz performans tahmini olarak sunmak, degerlendirme verisinin
yontem geligtirmeye sizmasina yol agar. Kaynaklar elveriyorsa geligtirme kararlarini son degerlendirmeden
ayirm. Aym okumalar: kullanan iki ¢agiricinin uyumu yararli bir tanisal kamttir; ancak ortak hizalama
hatalar1 ve iligkili modeller, bu uyumun tam bagimsiz dogruluk olarak kullanilmasini engeller.

10.2 Haplotipleri karsilastirmak ve payday1 raporlamak

hap.py gibi haplotipleri dikkate alan araclar, dogrudan satir eglegtirmesini yaniltici yapan gosterim farkla-
rini ele alir. Kargilagtirma ayrica genotip eslestirmesini, filtrelemeyi, referans dizisini, bolgeleri ve varyant
kategorilerini tanimlamalidir. Sayilar1 yorumlamadan 6nce aracin c¢ikti kurallarini inceleyin; gosterime
duyarl eglegtirme sonrasinda dogruluk ve sorgu tarafindaki olay sayimlar farkli olabilir [23].

Eslegtirme tanimi {izerinde anlagilmig basit bir olay sayimi érneginde, pozitif 6ngorii degeri (precision) ve
duyarlilik (recall) soyledir:

. TP TP
precision = TP L FP’ recall = TPLFN

Pozitif 6ngorii degeri, degerlendirilen ¢agrilarin ne kadarinin dogruluk kiimesiyle desteklendigini; duyar-
lilik ise degerlendirilen dogruluk varyantlarinin ne kadarinin bulundugunu sorar. Payda sifirsa ilgili 6l¢iit
kendiliginden kusursuz degil, tammmsizdir. Olgiitlerle birlikte temel sayilari ve degerlendirilen alani ra-
porlayin. Performans tahmini yaparken O6rnekleme ve bagimlilik yapisina uygun bir aralikla belirsizligi
nicellegtirin. Az sayida varyantin degerlendirilmesi, biitiin baglamlarda hassas bir performans tahmini
saglamaz [23]. Sentetik bir drnekte 90 eglesen ¢agri, desteklenmeyen 10 ¢agr1 ve kacirilan 20 dogruluk
varyant1 varsa pozitif 6ngorii degeri 90/100 = 0,90, duyarlilik ise 90/110 = 0,818 olur. Bunlar aritmetik
orneklerdir; gézlenmis is akigi sonuglar: degildir.

Genom genelindeki ortalama, deney acisindan 6nemli hatalar1 gizleyebilir. Degerlendirme kaynagi bu
kategorileri destekliyorsa SNP ve indelleri, indel uzunluklarini, kapsamay1 ve zor dizi baglamlarini ay-
r1 degerlendirin. Tekrarlar ve diisiik karmagikliktaki bolgeler, daha kolay dizilerden farkli davranabilir.
Kaynagin degerlendirmedigi varyant siniflar1 dahil kapsama sinirlarini raporlayin. Kiigiik varyant deger-
lendirmesi; yapisal varyantlari, kopya sayisi degisikliklerini veya tibbi agidan ilgili her lokusu dogrulamaz
[23].

10.3 Uyusmazlhiklar: ve segilmis adaylar1 arastirmak

Okumalarin gorsellestirilmesi; destegin tek zincirle sinirli kalmasini, soft clipping durumunu, yakin indelle-
ri, diigiik hizalama kalitesini veya destegin okuma uclarinda yogunlagmasini gosterebilir. Yalnizca igaretli
baza bakmak yerine alternatif ve referans okumalarim kargilagtirin, ¢evredeki diziyi inceleyin. Bu gozlem-
ler, cagrinin neden aragtirilmasi gerektigini aciklar; gorsel giiven tek basina kalibre edilmis bir dogruluk
Olciitii degildir. Okuyucu, gbzlenen okuma 6rtintiisiinii onun igin 6nerilen agiklamadan ayirabilmelidir.

Bagimsiz deneylerin kendilerine 6zgii tasarimlar: ve saptama siirlar: vardir. Yiiksek frekansh germ hatti
aleli i¢in secilen deney, diigiik frekansh mozaik alele veya tekrarli lokusa uygun olmayabilir. Hangi adayla-
rin simandigini, neden segildiklerini ve deneyin neleri saptayabildigini raporlayin. Se¢im sirasinda belirsiz
cagrilar diglanmigsa, giiclii birkag adayin dogrulanmasi biitiin ¢agri kiimesinin pozitif 6ngérii degerini
tahmin etmez. Uygun degerlendirme kaynagi veya bagimsiz kanit yoksa evrensel bir performans degeri
iiretmek yerine tamamlanan kontrolleri ve kalan belirsizligi aciklayin.
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11 Ozel yollar: Biyoloji degistiginde modeli degistirmek

Ortak ig akigi; referans uyumunu, okuma kalitesini, varyant kanitini, gésterimi ve anotasyonu ele alir.
Bu akigin iginde kullanilan model yine de 6rnege uygun olmalidir. Cagirici segmeden énce organizmaysi,
bolgeye gore beklenen ploidiyi, materyalin tek birey mi karigim mi oldugunu, dizileme teknolojisini ve
hedeflenen alel frekansi araligini yazin. Aracin bir girdi tiirtinii desteklemesi yalnizca baglangigtir; ilgili
kosullardaki performans ayrica degerlendirilmelidir.

11.1 Insan germ hatt1 6rnekleri

Insan germ hatt1 analizi; gelismis referans montajlarmdan, popiilasyon kaynaklarindan ve degerlendirme
orneklerinden yararlanir. Bu kaynaklar montaja 6zgiidiir; farkl popiilasyonlar: ve genomik boélgeleri esit
olciide kapsamaz. Cinsiyet kromozomlar: ve diger bolgeye 6zgii ploidileri bilincli secin. Ornegin tiimiine
uygulanan tek bir diploit varsayimi, her genomik bélme i¢in dogru degildir. Heteroplazmi incelendiginde
mitokondri genomu da ayr1 bir analiz sorunudur.

11.2 Diger diploit organizmalar: Kaynak kosullarini yeniden belirlemek

Diploit bir model organizmada iglemlerin genel siras1 yararh kalabilir; ancak insana ait bilinen varyantlar,
frekans egikleri, transkript oncelikleri ve dogruluk kaynaklar: kendiliginden aktarilamaz. Montaj kalitesini
ve sus farkliligini kontrol edin. “Alternatif” olarak ¢agrilan alel, secilen referanstan farklidir; zorunlu olarak
yeni olusmus, nadir, zararli veya tiirde bulunmayan bir alel degildir. Referans se¢imi hem hizalamay1 hem
yorumu etkiler.

DeepVariant belgeleri, ploidi ve insan disi uygulamalarla ilgili sinirlamalar dahil desteklenen modelleri ve
kullanim alanlarini ayirir. Bir kogulda egitilmis model, yazilim calisiyor diye bagka kogul i¢in dogrulanmig
sayllmamalidir. Teknolojiye ve deney tiiriine uygun model se¢in; yayimlanmig dogruluk degerini aktarmak
yerine sonucu ilgili kanitla degerlendirin [12, 13].

Bu yolda 6nce organizmaya ait referansi ve gen modellerini hazirlayin; materyal ve analiz bolgeleri igin
diploidiyi dogrulayin. Ardindan okuma kalite kontroliinii, hizalamay: ve kiitiiphaneyi gozeten duplikasyon
hazirhgin yiiriitiin. Sunulan diploit ¢agri yolunu ancak ¢agiricinin 6nsel varsayimlarini ve deney uyumunu
inceledikten sonra kullanin. Uyumlu bilinen varyantlar ve gerekeeli bir protokol yoksa istege bagli BQSRyi
atlayimn; insan kaynag kullanmayin. Filtreleri organizmaya ait kanitla se¢ip degerlendirin. Ayn1 FASTA
ile normalizasyon yapin, eslegen modellerle anotasyon ekleyin ve kapsama, genotip ve lokus goriiniimlerini
inceleyin. Uygun dogruluk kiimesi yoksa tanisal kontrolleri ve se¢ilmis bagimsiz dogrulamalar: raporlayin;
¢agiricl1 uyumunu Ol¢iilmiis dogruluk olarak sunmayin.

11.3 Haploit izolatlar, mikroorganizmalar ve mantarlar

Klonal bir haploit izolatta haploit genotip modeli uygun olabilir. Birden fazla alel gortiniimii arastiril-
malidir. Olas1 agiklamalar arasinda kontaminasyon, karigik enfeksiyon veya kiiltiir, 6rnek ici gesitlilik,
gogalmig diziler ve hizalama hatalar1 vardir. Diploit tipte heterozigotluk, tarafsiz bir varsayilan agiklama
degildir. Bakteri genomlarinda farkli kopya sayilarinda plazmitler bulunabilir; bu nedenle kapsama ve
alel oranlar1 dogru genomik bélme diizeyinde yorumlanmalidir.

Mantarlara tek bir evrensel ploidi atanamaz. Tiir ve materyale baglh olarak haploit, diploit, poliploit ve
anoploidi igeren yapilar goriilebilir. Saccharomyces cerevisiae izolatlarini inceleyen bir galisma, tek bir
maya tirii igindeki ploidi ve kromozom kopya sayisi gesitliligini 6rnekler [29]. Genotip ve alel dengesi
beklentilerini segmeden 6nce ilgili biyolojik durumu belirleyin. Yakin bir referans yoksa farklilagmig veya
referansta bulunmayan diziler hizalanamayabilir. Béyle bir durumda referansa dayali kii¢iik varyant kiime-
si, butiin genom farklarini degil érnegin hizalanabilen bélimiini tanimlar. Gen varhgi/yoklugu, yeniden
diizenlenmeler ve aksesuar diziler ek analiz yollar1 gerektirir.

Anotasyonda da organizmaya 6zgii secimler gerekir. Ilgili durumlarda organel veya soya 6zgii istisnalar
dahil gen modellerini ve genetik kodu dogrulayin. Uyumlu mikrobiyal veya fungal anotasyon yerine in-
san sonug veri tabam kullanmayin. Aragtirma sorusuyla ilgiliyse direngle iligkili varyant katalogunun da
organizma, alel ve kamit kapsami degerlendirilmelidir. Genel bir protein etki etiketi, diren¢ fenotipini
kanitlamaz.
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Sunulan haploit yol, ortak hazirliktan sonra BCFtoolsu agik¢a bir ploidisiyle kullanir. Yorumdan &nce
kontaminasyonu ve beklenmeyen karigik alel kanmitimi inceleyin. Cagrilar1 normalize edin, organizmaya
Ozgi filtreleri segin, eglegsen genlerle anotasyon ekleyin; derinligi ve aday lokuslar1 inceleyin. Bu yol tek
izolata yoneliktir; metagenomik topluluk, havuzlanmis kiiltiir veya karigik enfeksiyon igin karigim modeli
gerekir.

BCFtools 1.25 mpileup varsayilanlarinda, girdi dosyas: bagina ham derinlik {ist sinir1 250°dir (--max-depth
); asgari hizalama kalitesi 0 (--min-MQ), asgari baz/BAQ kalitesi ise 1’dir (--min-BQ). -~-max-depth degerini
yiikseltmek daha fazla okuma kanitinin korunmasina izin verebilir; bellek veya iglem yikiinii de artirabilir.
Diigiirmek ise genotiplemeden 6nce kanit1 azaltabilir. Bu tek 6rnekli yolda --max-idepth 250 farkli bir
kural uygular: Konumdaki pileup derinligi 250 veya iizerindeyse indel ¢cagirma atlanir. Bu lokuslardan 250
okuma segilerek devam edilmez. Egigi yiikseltmek daha derin konumlarda indellerin degerlendirilmesine
izin verir; diigiirmek daha fazla yiiksek derinlikli konumu bu degerlendirmeden diglar. Kalite alt sinirlarim
yitkseltmek daha fazla hizalamay1 veya bazlari diglar. Bunlarin higbiri daha iyi ¢ikarimi garanti etmez;
BAM derinligi, gergekte kullanmilan kamttan yiiksek olabilir. Eglik¢i betik bu varsayilanlari korur ve -a ile
FORMAT/AD,FORMAT/DP alanlarimi agikca ister. Bu striimde AD zaten varsayilan anotasyondur; DP istege
baghdir. AD 6nce referans, ardindan alternatif alellerin derinligini listeler; FORMAT /DP ise gagiricinin
kurallarina gore yiiksek kaliteli bazlar1 sayar. Payda segmeden 6nce baglik tanimlarini ve BAM kanitim
inceleyin. Diger ¢agri kiimelerinde bulunmayan alanlar sifir degil, eksik kalr [17].

11.4 Poliploitler ve havuzlanmis ornekler

Poliploit bireyde genotip ¢ikarimi, alel dozajini ve genom kopya sayisii dikkate almalidir. Tki diploit geno-
tipi ayirmaya yeterli kapsama, birbirine yakin dozaj durumlarim ayirmayabilir. Allopoliploitlerde iligkili
homeolog diziler ayrica hizalama belirsizligi yaratabilir. Ploidi parametresini artirmak, farkl kopyalar: tek
bolgeye indirgemis bir referansi diizeltmez. Dozaj belirsizligini ve referans yapisini birlikte yorumlayin.

FreeBayes, acgik ploidi ve havuzlama kiplerini belgeler; bu nedenle modeli bu kosullara gére ayarlana-
bilen araclara bir 6rnektir. Béyle bir kipin sec¢ilmesi yine de uygun kapsama, parametre incelemesi ve
dogrulama gerektirir. Havuzlanmig deney, birden ¢ok genomun sagladigi kaniti 6lger. Okuma derinligi,
bagimsiz 6rneklenmis organizma sayisi degildir. Egit olmayan DNA katkis1 ve hem organizma hem okuma
diizeyindeki 6rnekleme, alel frekansi tahminlerini etkiler. Havuz frekanslarim birey diizeyinde ¢oziilmiig
genotipler olarak raporlamaym [14, 15].

Sunulan poliploit yol, ikiden biiyiik sabit tam say1 ploidisi i¢in FreeBayes kullanir. Hizalamadan 6nce
referansin ¢okmiig, haplotipleri ¢6ziilmiig veya alt genomlar: ayrilmig yapisinin hedeflenen kopya modelini
destekleyip desteklemedigini belirleyin. Derinligi, alel dozu belirsizligini ve homeolog hizalamalarini ince-
leyin; normalizasyon ve filtrelemeden sonra uyumlu 6zel anotasyonlar ve dozu gozeten 6zetler kullanin.
Anoéploidi veya bolgesel kopya sayisi degigimi bu sabit ploidi betiginin digindadir. Paket havuz frekansi
¢ikarimini uygulamaz.

11.5 Uzun okumalar ve somatik varyasyon

Uzun okumalar; hizalama, faz belirleme ve zor bolgelerdeki kanit1 degistirebilir. Hata profilleri ise platfor-
ma, kimyaya ve iglemeye baghdir. Gergek okuma tiirii i¢in tasarlanmig hizalayici ve kiiciik varyant modeli
kullanin; ilgili model stirtimiinii kaydedin. Kisa okuma yapilandirmasi, uzun okuma BAM dosyasini kabul
ediyor diye uygun héle gelmez. Kii¢lik varyantlar ve yapisal varyantlar, farkli degerlendirme kogullari olan
ayr1 ¢iktr sinmiflaridir [13].

Somatik analiz, 6rneklenen dokuda klonal veya subklonal olabilen, germ hatti1 diginda edinilmiy degisik-
likleri arar. Gozlenen alel oranlari germ hatt1 varyasyonuna, safliga, kopya sayisina ve kontaminasyona
da baghdir. Diploit germ hatt1 genotip modeli bu soruyu yanitlamaz. Eglestirilmig normal érnek, germ
hatti alellerini ve baz1 hatalari ayirmaya yardimer olabilir; ancak normal 6rnegin kontaminasyonu, normal
ornege tiimor karigmasi ve saptama sinirlar: yine énemlidir. Yalnizca tiimor kullanilan analizde belirsiz-
likler ve kaynak gereksinimleri farklidir. Mutect2, 6zel bir somatik yola érnektir; cagrilar1 germ hatti PASS
kurali yerine kendisine kargilik gelen filtreleme is akigim gerektirir [25].

Bu yollar, 6gretici ig akiginin nerede dallanmasi gerektigini tanimlar. Higbiri evrensel esik listesi saglamaz.
Biyolojik durum veya teknoloji dogrulanmig modelin diginda kaliyorsa, goriiniir yoklugu ya da diisiik
frekansh varyasyonu yorumlamadan 6nce uyumsuzlugu belgeleyin ve uygun kanit1 edinin.

17



Genomik Varyantlar Gorsellegtirme

Insanda eslesmis somatik yol icin tiimor ve normali tutarh hazirlayin, kimliklerini ve eslesmelerini dogrula-
yin; ardindan somatik cagirici segin. Mutect2 ciktisina, kogula gore kontaminasyonu ve yonelim yanliligini
gozeten kendi filtrelemesi uygulanir. Eglik eden README gerekli kaynaklar: ve filtre agsamalarini belir-
tir. Filtrelenen cagrilar1 ve alel kanitin1 koruyun; segilen ¢iktiyr normalize edin, ayni insan montajina
ait kaynaklarla anotasyon ekleyin ve tiimor/normal goriintimlerini inceleyin. Germ hatt1 popiilasyon fre-
kansi destekleyici baglamdir; eglesmig normalin yerini almaz ve somatik kékeni kanitlamaz. Eglesmis ¢ift
betikleri yalnizca tiimérden ¢ikarim yapmaz.

Zheng ve arkadaglarinin 2026 derlemesi; derin 6grenme, montaj ve pangenom yaklagimlart dahil uzun
okuma kisa varyant yontemlerini ele alir. Ozeti, farkli hata profillerini ve yeni erisilebilen bélgelerin
degerlendirilmesini vurgular. Bu kaynak giincel okuma yonii sunar; ¢alistirilmis uzun okuma ig akigi veya
bu kisa okuma betiklerine ait dogruluk giivencesi saglamaz [41].

12 Cagri kiimesini ve lokus kanitini gorsellestirmek

Gorsellegtirme iki tamamlayici soruyu ele alir: Cagr1 kiimesi 6rnekler arasinda beklenen 6zellikleri goste-
riyor mu ve okumalar belirli bir aleli destekliyor mu? Soruyu 6nceden tanimlayin; ¢izilen veriyi, segim
kuralimi ve payday1 saklaym. Bir genom goériiniimii dogruluk 6l¢iimii degildir; ikna edici bir hizalama
ekran goriintiisii de bagimsiz dogrulama saglamaz.

12.1 Soruyu yanitlayan gosterimi se¢gmek

Biyolojik gruplar1 6zetlemeden &nce derinlik, eksik genotip orani ve genotip kalitesini 6rnek ve par-
ti bazinda kargilagtirin. Yalnizca ortalamalar: degil dagilimlar: gosterin; eksik degerleri sifirdan ayirin.
SNP/INDEL sayilarinda ve dizi etkisi kategorilerinde birimin VCF kaydi, normalize edilmis alel, 6rnek
genotipi veya transkripte 6zgii dizi etkisi oldugunu belirtin. Cok alelli kaydin boliinmesi ya da birden fazla
transkriptin anotasyonu, yeni biyolojik gézlem olugsmadan sayilari degistirir. Varyant yogunlugunu yal-
nizca karsilagtirilabilir cagrilabilir bolgelerde kargilagtirin; kapsama farkliyken tiim referans uzunlugunu
payda yapmak yapay fark iiretebilir.

Cagiric1 yorumlanabilir alel sayilar: veriyorsa alel derinligini toplam alel derinligine veya alel oranini derin-
lige kars1 gosterin. Payday1 tanimlayin ve ¢ok alelli alanlarin baglikta belirtilen sirasini koruyun. Diploit
heterozigot 6rneginde yarima yakin oran modelle uyumlu olabilir; 6rnekleme, hizalama yanlilhigi ve kopya
sayist dagilimi etkiler. Sabit tetraploit bolgelerde doz durumlarinin beklentileri farklhidir; somatik 6rnek-
lerde saflik ve kopya sayisi nedeniyle alel orani dogrudan hiicre oranina cevrilemez. Tiim organizmalara
diploit alel dengesi araligi uygulamayin.

Dogruluk kargilagtirmasinda ayni dogruluk kiimesini, bélge maskesini ve eglegtirme kuralini kullanarak
SNP ve INDEL igin pozitif ongorii degeri ile duyarliligr ayr1 gosterin. Kaynak elveriyorsa zor bolgeleri
ayrica degerlendirin. Montaja dayali X/Y kargilagtirmasi, giiclii bir genel sonucun her genomik bolmedeki
performans: gostermedigini 6rnekler [38]. Anotasyon kategorilerinin siitun grafigi, uygun arka plan ve
istatistiksel model olmadan iglevsel zenginlesme kaniti saglamaz.

12.2 Yerel IGV ile aleli incelemek

IGV’ye kullanilan referans FASTA’y1, indeksli BAM/CRAM’, indeksli VCF’yi ve uyumlu gen modellerini
yiikleyin. Lokusa yakinlagin; genis Olgekte bos goriinen iz, goriiniirlitk penceresinden kaynaklanabilir.
INDEL’leri ve okuma ayrintilarini inceleyin, gerektiginde okumalar iplige gore gruplayin ve hizalama
kalitesini degerlendirin. Gortintiileyici siirtimiinii ve ayarlarini saklayin; kapsama renklendirmesi ile baz
kalitesine gore saydamlik goriinen kaniti etkiler [39, 40].

Onceden belirlenen gecen, filtrelenen ve uyumsuz lokuslar: inceleyin. Somatik ciftlerde t{imér ile normali
kargilagtirilabilir kapsama Olgekleriyle birlikte gosterin. Genomik aleli, se¢im nedenini, gozlenen kaniti,
inceleyeni ve ¢oziilemeyen agiklamalar: kaydedin. Celigsen okumalar1 kirparak gizlemek yerine yakin tek-
rarlar1 ve kirpilmig hizalamalari inceleyin. Korunan bilgi igeren ekran goériintiilerini ve oturumlar: yerelde
tutun; oturumlar dosya konumlarimi saklayabilir. Gorsel inceleme aragtirmay: destekler; gozlenmeyen
aleller icin duyarlhlik tahmini saglamaz.
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12.3 Gosterilen 6zeti yeniden iiretmek

Eslik eden 09_prepare_review.sh agamasi, acikca secilen VCF’den BCFtools istatistiklerini ve uzun bi-
¢imli alel/6rnek tablosunu kaydeder. Kendiliginden yalnizca PASS segmez, genotipleri maskelemez, eksik
etiketleri tiiretmez ve grafik iiretmez. Sonraki 10_plot_record_counts.py asamasi, sinif/FILTER sayila-
rinin y1gilmig gosterimini PNG ve PDF olarak, kaynak TSV ile birlikte tretir. Her VCF kaydini bir
kez sayar; cok alelli ve sembolik kayitlar1 ayirir. Kayit sayis1 alel sayis1 veya dogruluk tahmini degildir.
Kargilagtirmay: tanimlayin ve betigi koruyun. Yerel inceleme i¢in eglesen referans ve hizalamalar1 ayrica
yiikleyin; 6zet VCF tek bagina okuma kanitini yeniden olugturamaz.

Gosterimi paylagmadan 6nce ¢izilen toplamlar: kaynak tabloyla kargilagtirin ve kiigiik, bilinen bir 6rnegi
bagimsiz sayin. Eksenleri, birimleri, etiketleri, eksik degerleri ve kullanilan drnek/bolge se¢imini kontrol
edin. Alelin veya filtre durumunun bilingli degistirilmesi ilgili 6zeti degistirmelidir. Bilimsel sekillerin
raster ve vektor giktilart ayri incelenmelidir; bu 6gretim paketi gercek veri sekli sundugunu ileri siirmez,
caligtirilabilir ¢izim komutlarini saglar.

13 Yorumlama ve raporlama: Kanit zincirini korumak

Yararl bir rapor, okuyucunun sonucu deney sorusundan baglayarak okumalar, genotip, anotasyon ve dig
kanitlar tizerinden izlemesini saglar. Son aday tablosu bu nedenle bir gen simgesiyle etki etiketinden faz-
lasini igermelidir. Referans montajini, normalize edilmis genomik aleli, 6rnek genotipini veya alel frekansi
tahminini, filtre durumunu, ilgili derinligi ve destegi, transkript tanimlayicisini, sonucu ve izlem kararini
gerekgelendiren kanit1 saklayin. Aragtirilmak tizere secilen aday ile gosterilmis biyolojik aciklamay1 ayirin.

13.1 Sentetik aday iizerinden Ornek

Uyumlu referansi ve gen anotasyonu bulunan diploit bir organizmada egitim amacli deney varsayin. Sente-
tik aday, kodlayan bolgede iki alelli bir baz degisimidir ve ¢agirici, fazi belirlenmemis heterozigot genotip
atamigtir. Korunan gozlemlerin 24 referans destekleyici ve 18 alternatif destekleyici okuma oldugunu
varsayalim. Sayilan bu okumalar i¢indeki gbzlenen alternatif alel oram goyledir:

18 18

= — =~ 0,429.
24418 42 ’

Sayilar yorumlamay:1 gostermek icin olusturulmustur. Onerilen derinlik kosulu, hata modeli veya gercek
ornek sonucu degildir. Diger okumalar, ¢agiriciya 6zgii kurallarla diglanmig olabilir; bu nedenle bu oran,
cagiricinin kendi ek agiklamasinin yerine sessizce gegirilmemelidir.

Ik soru, genotipin teknik olarak desteklenip desteklenmedigidir. Hizalama kalitesini, okumalarin yerle-
simini, zincir dagilimini, yakin varyasyonlar: ve boélgede giivenilir ¢agri yapilabilirligini inceleyin. Orta
diizeyde bir alternatif alel orani tek bagina heterozigotu ne dogrular ne de reddeder. Lokus ¢ogalmig bir
bolgeyle ortiigiiyorsa, ayni sayilar yanlig kopyaya atanmig okumalardan kaynaklanabilir. Ploidi belirsizse
biyolojik yoruma ge¢cmeden 6nce varsayilan genotip modeli gbzden gegirilmelidir.

Ikinei soru, alelin secilen gen modeli altinda neyi degistirdigidir. Anotasyonun bir transkriptte yanls an-
lamli, digerinde intronik sonug bildirdigini varsayalim. Ikisini de koruyun ve kodlayan transkriptin soruyla
neden ilgili oldugunu belirtin. Amino asit degigimi, tahmin edilen dizi sonucudur; protein etkinligini 6lg-
mez. Varyant uyumlu bir popiilasyon kaynaginda bulunmuyorsa, aleli biitiin popiilasyonlarda nadir ilan
etmek yerine bulunmama durumunu kaynagin kapsamiyla birlikte raporlayin.

Uciincii soru, biyolojik sonucun hangi kanitla gerekcelendirilecegidir. Birlikte kalitim, iliskilendirme, ba-
gimsiz iglevsel deney veya bagka kanitlar, deneye gore ilgili olabilir. Her biri uygun tasarim ve kontroller
gerektirir. VEP ile SnpEff’in kodon degigimi konusunda anlagmasi, esas olarak kendi girdileri altinda ano-
tasyon tutarliligini destekler; fenotip nedeninin iki bagimsiz gosterimi degildir. Bu agsamada makul sonug,
“hedefli izlem gerektiren, teknik olarak olasi aday” olabilir.
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Gozlemleri yorumlardan ayirmak

Katman Sentetik 6rnekte desteklenen agikla- Kanitlanmayan agiklama
ma

Okuma kanit1 Sayilan okumalar iki aleli de destek- Destekleyen her okuma hedeflenen lo-
ler. kustan gelir.

Genotip modeli Cagiric1 diploit heterozigot atar. Ploidi ve kopya sayis1 yalnizca geno-

tip etiketinden bilinir.

Anotasyon Bir transkript amino asit degisimi 6n- Protein islevi veya organizma fenotipi
gorir. degigmigstir.

Veri tabani sorgusu Belirli kaynakta eglegen alel bulunma- Alel tiirde veya popiilasyonda yoktur.
migtar.

Izlem Aday, belirtilen aragtirma kuralimi  Aday, nedensel agiklamadir.
kargilar.

13.2 Tekrarlanabilirlik

Referans ve anotasyon strtimlerini, yazilim siiriimlerini, model tamimlayicilarini, komut argiimanlarini,
aralik tanimlarin ve filtreleme kurallarini tam olarak saklayin. Giinliikleri ve makinece okunabilir ara
ozetleri, projenin veri yonetigimi kurallar1 altinda yerel olarak koruyun. Is akiginin adi tek bagia yeterli
degildir; siirtimleri, varsayilanlar: ve kaynak kiimeleri degisebilir. Stokastik yontemlerde, uygulama bunlar1
sunuyorsa ilgili rastgelelik tohumunu ve ¢aligma zamani varsayimlarii saklayin. Planlanan analizden
sapmalar1 ve gerekgelerini kaydedin.

Uygulanabilir bir rapor, analiz edilmesi amaglanan alani, giivenilir ¢agri yapilabilen alani1 ve performans
degerlendirme alanini ayirir. Ornek dislamalarini, genotip maskelemeyi, eksikligi ve varyant siifina go-
re sayilar bildirin. Hangi sayilarin kayitlara, hangilerinin alellere ait oldugunu aciklaym. Anotasyondan
sonra veri tabani degisirse 0zgiin sonucu, sliriimii agik¢a belirtilen yeniden anotasyonla birlikte koru-
yun. Negatif rapor, degerlendirilen bolgeleri ve varyant siniflarini, ayrica ¢ozillemeyen 6nemli bogluklar
belirtmelidir.

13.3 Gercgekte neyin dogrulandigini belirtmek

Bu nottaki komutlar ve eslik eden betikler, belgelenmis araytizleri ve cevrelerindeki akil yiirtitmeyi 6rnek-
ler. Tamamlanmig bir gergek veri ig akigi olugsturmazlar; sentetik érnekler de performans tahmini degildir.
Yiiriitiilen bir projede hangi adimlarin galigtirildigini, hangi ¢iktilarin incelendigini, hangi degerlendirme
kaynag1 veya bagimsiz dogrulamanin kullanildigini ve nelerin sinanmadigini ayr1 ayri raporlayin. Dosya
olugturma, indeksleme ve derlemenin bagarili olmasi teknik iglemleri gosterir; biyolojik dogrulugu kanit-
lamaz.

Aragtirma analizinin ¢iktisi, uygun sinirlar tagiyan ve denetlenebilir bir agiklamadir. Kiiglik varyant kiime-
si, degerlendirilmis ve referansa hizalanmig diziyle ilgili belirli sorular1 destekleyebilir. Tek bagina fenotipin
biitiin genomik nedenlerini diglayamaz, degerlendirilmemis yapisal varyasyonu dogrulayamaz veya klinik
kullanima hazir olundugunu gosteremez. Son ifadeyi deneye, dogrulanmig alana ve her aday icin mevcut
kanita gore kurun.

14 Okumalardan degerlendirilmis varyant kiimesine asamali is
akisi

Eslik eden main_scripts/genomic_variants dizini, agamalara ayrilmis Bash betiklerini, 6rnek tablosunu ve
ayr1 yazilim ortamlarini igerir. Boylece bu nottaki kavramlar incelenebilir komutlarla iligkilendirilir. Her
agamay1 ayr1 ¢aligtirin ve ilerlemeden 6nce ¢iktisini inceleyin; paket, tamamlanmis bir gergek veri yeniden
iiretimi veya klinik olarak dogrulanmig analiz hatt1 iddias: tagimaz. Iki dildeki README dosyalar: giincel
komutlari, argiimanlar: ve yiiriitme siirlarim aciklar.

Boliim sirast, filtreleme kararlarini gosterimden ayri agiklar; eslikgi betikler yiiriitiiliirken 6énce normali-
zasyon yapilir, ardindan incelenmis filtre politikasi uygulamr (Boliim 7 ve 8).
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14.1 Ortak hazirlik ve acik biyolojik dallanma

Okumalar1 ve tiiretilmis verileri, GENOMICS_PROJECT ile secilen harici analiz dizininde tutun. Ornek tab-
losunun her satir1 bir ¢ift uclu dizileme birimini tamimlar; 6rnek, fiziksel kiitiiphane ve platform birimi
ayr1 alanlardir. Aym kiitiiphanenin farkl geritleri kiitiiphane tanimlayicisini paylagir; her birimin okuma
grubu tanimlayicis1 benzersizdir. Illumina okumalarinda PL:ILLUMINA platformu, SM 6rnegi, LB kiitiipha-
neyi ve PU platform birimini belirtir. Biitiin okuma gruplarina ayni tanimlayiciyr vermek bu ayrimlar:
kaybettirir [4].

Ornek kayitlar

main_scripts/genomic_variants/

scripts/00_setup/ # validate manifest and inputs
scripts/01_reference/ # index the selected reference
scripts/02_reads/ # optional fastp

scripts/03_alignment/  # BWA or Bowtie2, per sequencing unit
scripts/04_preparation/ # library duplicates; optional BGSR
routes/ # biological calling models

Hizalayici indekslerini gercekten segilen FASTA’dan olugturun. BWA-MEM veya Bowtie2 se¢imini agikca
yapin; argiimanlar1 ve hizalama tanilarimi saklayin. Yerlegtirme ve kalite modelleri ayni kanit1 iretmek
zorunda degildir [30, 31]. Istege bagh kirpma gerekcelendirilmeli, korunan okumalar incelenmelidir. Dup-
like isaretleme i¢in aym kiitliiphanenin birimlerini birlegtirin; ardindan 6rnegin kiitiiphanelerini bir araya
getirin. Sunulan SAMtools yolu, fixmate -m i¢in ada gore siralama, ardindan koordinata gore siralama ve
duplike isaretleme uygular. Son ¢agirma girdisi koordinata gore siralanmig ve indekslenmistir; gegici ada
gore siralanmis BAM, son indeksli girdi degildir [5]. Istege bagh BQSR, uyumlu bilinen varyant konumla-
11 ve gerekgelendirilmis ¢agirici protokolii gerektirir. Kargilagtirmalar boyunca igaretlenmis veya yeniden
kalibre edilmis BAM se¢imini koruyun.

Sabit ploidili betigi caligtirmadan 6nce yalmzca bu modelle uyumlu bélgeleri iceren BED dosyasim ince-
leyin. Tam FASTA ve hizalama referansi degismeden kalir. Diploit GATK, haploit BCFtools ve poliploit
FreeBayes betiklerinin her biri, incelenmis dosyay istege baglh ikinci argiiman olarak kabul eder; koordi-
natlar1 hazirlanmis referansla denetler ve cagrilarin yanina bir kopyasin kaydeder. Ornegin:

Komut satairi

bash routes/diploid_germline/05_haplotypecaller.sh \
samplel reviewed-diploid.bed

BED koordinatlar sifir tabanhdir ve bitisi igermez. toyl 100 200, bir tabanli 101-200. bazlar1 belirtir;
gercek dosyada alanlar sekmeyle ayrilir. Betikler GATK i¢in -L, BCFtools mpileup i¢in —-regions-file,
FreeBayes i¢in ——targets kullanir. BED verilmezse modelin biitiin referans boyunca uygunlugu gerekge-
lendirilmelidir; tablodaki ploidi degeri her kontigi denetlemez. Referanstan kontig ¢ikarmak, hizalamada
olasi yerlegimleri degistirir ve ayni kisitlamayi saglamaz. Cagirma alani ile sonraki degerlendirme maskesi
farkli sorular1 yanitlar; degerlendirme maskesi yanlis ¢agirma modelini diizeltemez. Yerel montaj baglami-
n1, dayanak bazli indelleri ve referans giiven bloklarini sinirlarda inceleyin. Ek aralik genigletme istenmez;
genigletme uygulanirsa eklenen alanin da modele uygun olmas: gerekir.

Cagirma dalim1 biyolojik soru belirler. Diploit germ hatt1 yolu, érnek bagina gVCF iretir ve uyumlu
gVCF’lerden ortak genotipleme yapar. Haploit yol acikga haploit model kullanir; sabit ploidili poliploit
yol ise beyan edilmig kopya sayisini gerektirir. Bu 6rnekler ploidiyi ¢ikarsamaz veya geligkili girdi bilgilerini
diizeltmez. Karigik ploidi, anéploidi, organeller, havuzlar ve uzun okumalar, ilgili yolun sinirlarinda agik-
lanan ek kararlar1 gerektirir. Insan eslestirilmis somatik analizi ise normal ve tiimér 6rneklerini kullanir;
mutasyon modeli Boliim 11’de agiklanan belirsizlikleri ele almalidir.

14.2 Hizalayicilar:1 ve somatik cagiricilar1 adil kargilagtirmak

Siirlar: belirlenmis bir insan somatik kargilagtirmasi, BWA ile Bowtie2’yi ve Mutect2, Strelka2 veya VarS-
can2’yi degerlendirebilir; ancak dosya adlarindan olugan matris deney tasarimi degildir. Kargilagtirmanin
gerektirdigi yerlerde okuma ciftlerini, érnek eslegmesini, referansi, kirpma kararini, duplike politikasini,
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BQSR kogulunu ve degerlendirme alanin sabit tutun. Her ¢agiricinin belgelenmis girdi ve filtreleme ko-
sullarini koruyun. Mutect2, somatik filtreleme agamalarini gerektirir; VarScan’in durum ve yiiksek giiven
etiketleri bagimsiz dogruluk kaniti degil, cagirici siniflaridir. Strelka2; eski yontemlerle kargilagtirma igin
korunmustur: Deposu argivlenmigtir ve Python 2 ¢aligma zamani, modern araglardan ayri ve uyumlu bir
ortamda tutulmalidir [25, 32, 33].

Onisleme se¢iminin kendisi arastiriliyorsa bunu bir etken olarak tanimlaym ve karsilagtirmay1 buna gore
yorumlayin. Yakalama orneklerinde, degerlendirme kaynaginin yiiksek giiven bolgeleri ile ekzom hedef
maskesinin gercek kesisimini kullanin; siir politikasmi belirtin. Tki maskeden séz etmek, kesisimlerini
olusturup kullanmadan degerlendirme alanini kisitlamaz. Germ hatt1 dogruluk kiimesi germ hatti alellerini
tamimlar; diigiik frekansh somatik olaylar1 kendiliginden etiketlemez. Olay sinifina ve alel frekansi araligina
uygun kanit kullanin; degerlendirilmeyen g¢agrilari ayr1 tutun [23, 24].

TP, FP ve FN sayilarini acik eglestirme kurallariyla, Boliim 10’da tanimlanan pozitif 6ngorii degeri ve
duyarlhilikla birlikte raporlayin. Dogruluk (accuracy), ayrica tamimlanmig bir gergek negatif evreni ve
payda gerektirir; yalnizca varyant igeren siradan VCF sayimlar: bunlar saglamaz. Cagiricilar: ham ¢agr
sayisina veya dayanagl olmayan dogruluk yiizdesine gore siralamayi. SNP /indel pozitif éngorii degeri—
duyarhilik, kapsama veya uyusmazlik siniflar1 gibi soruyu yanitlayan ozetleri se¢in; anlamlh kargilagtirma
icin PCA veya sabit sayida VCF dosyas1 zorunlu degildir.

14.3 Yiiriitme kaydi olarak tekrarlanabilirlik

Her agamada girdi kaynagini ve siirtimiinii, tam komutu, etkin argiimanlari, yazilim ve ortam siirtimlerini,
referans ve kaynak kimligini, ¢ikt: konumlarini ve ¢ikig durumunu saklayin. Caligma siiresi raporlaniyorsa
gecen siireyi, ayrilan ig parcacig sayisini ve bellegi donanim baglamiyla kaydedin. Islem stokastik davranis
sunuyorsa rastgelelik tohumunu koruyun; her komut i¢in tohum uydurmak yerine uygulanabilir olmadigini
belirtin. Siirtimleri sabitlenmig ortam dosyasi araglar1 yeniden kurmaya yardimeci olur; ¢oziimlenmis ortam
disa aktarimi ise bir platformda gercekten kullanilan paketleri kaydeder.

Cikt1 denetimlerini caligtirmadan 6nce tanmimlaymn. Gegerli okuma ciftleri, uyumlu referans kontigleri,
beklenen BAM 6rnek ve okuma gruplari, koordinat sirasi ve indeks, beklenen VCF 6rnekleri ve ploidi,
referansla tutarl aleller ve bog olmayan degerlendirme alani bu denetimlere 6érnektir. Kasith olarak bozul-
mus sentetik girdilerle denetimleri sinayin ve hata ¢ikisi gerektirin. Dosya biitiinliigii denetimleri tutarlilig
sinar; bagimsiz degerlendirme kaynaklar: veya deneyler biyolojik gecerliligi ele alir. Sézdizimi denetimleri-
ni, kii¢iik sentetik yiirtitme sinamalarim ve gercek veriyle yeniden tiretimi ayr1 raporlayin; ¢aligtirilmamig
agsamalar1 belirtin. Degigen sonucun nedenini izleyebilmek i¢in ham ¢agrilar1 ve normalizasyon, filtreleme,
anotasyon ve kargilagtirma kayitlarin1 koruyun.

14.4 Ayni protokolii yerel Galaxy kurulumuna eslemek

Yetkili bir yerel Galaxy kurulumunda ayni mantiksal agamalar1 mevcut araglarla egleyin ve veri kiime-
lerinin iligkilerini ge¢gmiste koruyun. Kurulu ara¢ tamimlayicisini ve sliriimiinii, parametreleri, referans
secimini ve igin sonucunu kaydedin; ge¢misi ve yeniden kullanilabilir ig akigin1 tamamlayic1 kayitlar ola-
rak yerel diga aktarim. Geg¢mis neyin ¢aligtigini, is akigi ise yeniden kullanilabilir baglantilar: agiklar.
Gerekli yeniden kalibrasyon araglari dahil olmak tizere araglarin varhigini ve siirtimlerini kullanilan ku-
rulumda denetleyin; biitiin Galaxy kurulumlarinin aym olanaklar1 sundugunu varsaymayin [34, 35]. Bu
kavramsal esleme, komut satiri sonuglariyla esdegerligi kanitlamaz; etkin parametreleri ve c¢iktilar: ayni
biyolojik kogullar altinda kargilagtirin.
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