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Next Generation
Sequencing: CES-WES-WGS

• 1. Kütüphane hazırlığı:  DNA eldesi / adaptörlerin eklenmesi / parçalanması / 
çoğaltılması (amplifikasyon) ve probların hedefe (ekzonlar, genom vs) bağlanması

* Kalite kontrol 

• 2. Sekanslama ile ‘’FASTQ file’’ 

• Makinenin okuduğu ham harfler

• Genomun neresinden bilmiyoruz

• 3. Referans insan genomu ile dizileme (alignment): ‘’BAM file’’

• Hangi kromozomda, hangi pozisyonda

• Kaç kez okunmuş (covarage) ve güvenilir mi?

• 4. Referanstan farklı neler var: ‘’VCF file’’

• Variant calling: Varyant listesi; 

Yeri, referans ve değişen baz, ht/hm, kalite, derinlik



VCF Data’nın Bize Verdikleri

• WGS ‘de yaklaşık 3-5 milyon varyant
• WES ‘de yaklaşık 30.000-50.000 varyant

• Çoğu SNP, az kısmı küçük indel

• Çoğu intronik kenar, sinonim, klinik önemsiz/ benign varyantlar

• Ön filtreler ile sayı 15.000-30.000’e düşer
• Quality, depth, artefakt temizliği, tekrar bölgeleri…

• Populasyon frekansı (MAF < %1 veya %0.1): 1000-3000’e düşer

• Protein etkisi filtreleri ile 200-800’e düşer
• Öncelik missense, nonsense, fs, splice site olanlara

• Sinonimler, intronik derin bölgeler çıkarılır

• Fenotip ile hastanın kliniğine uymayan genler filtrelenir; 20-100 varyanta iner

• Kalıtım modeli; 10-50 aralığına iner

• Gerçek raporlanabilen aday varyantlar: literatür + veri tabanları +  ACMG ile 
değerlendirilir

• Real life: 0-3 varyant raporlanır



Genlerin isimlendirilmesi



Genlerin isimlendirilmesi

• İnsan genleri büyük harf ve italik yazılır (RYR1)  (Ryr1: Mouse)

http://genenames.org





Referans genom nedir?



Referans genom

• Bir canlı türünün dizilenmiş ve biraraya getirilmiş temsili DNA 
dizisidir

•  Bütün okumalar referans bir genoma hizalanarak 
gerçekleştirilir.

İnsan referans genomu; 
Wellcome Collection, Londra



“Genome Reference Consortium Human Reference 38”

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/datasets/genome/GCF_000001405.26/



GRCh38 (hg38) vs GRCh37 (hg19)

• hg19: tek tip hizalama

• hg38: alternatif sekanslar ve uç uca birleştirmeler ve 
mtDNA

• Koordinatlar farklı !!



hg38 veya hg19



Raporlarda Varyant Nasıl İfade Edilir?



Varyantın İfadesi

• Varyantlar DNA, RNA veya Protein düzeyinde olabilir

• Öncelikle DNA düzeyinde verilmeli

• ‘en baştaki küçük harf’  sekansın tipini gösterir;

• c. Kodlanan (coding) DNA

• g. lineer genomik referans

• m. mitokondriyal DNA

• n. Kodlanmayan (noncoding) DNA

• p. protein referans

• r. RNA referans (transkript)

https://varnomen.hgvs.org



Örnek



Bazı Biyolojik Veritabanları

• Veri tabanlarında birçok dizi birden fazla kez belirtilmiş ve gösterilmiştir. 

• Sekans bilgileri için gereksiz fazlalığı olan gösterimleri engellemek ve bu belirtimleri 
düzenlemek için NCBI, RefSeq ikincil alt veri tabanını oluşturmuştur. 

• Genomik DNA, RNA ve protein dizi bilgileri için, geniş kapsamlı, düzenlenmiş ve gerekli 
olan sekans bilgilerini tekrar düzenlemiştir. 

• Yani her bir DNA, RNA ve protein dizisi için doğruluğu kanıtlanmış ve kabul edilmiş sekans 
bilgilerini içerir. 



RefSeq Erişim Numaraları

• RefSeq’de betimlenen diziye atanmış bir kimlik numarasıdır

• N ile başlayan 2 harf, alt çizgi ve ardından en az 6 rakamdan oluşur

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/refseq/



RefSeq Veritabanında Neler Araştırabilirim?

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/refseq/



https://www.ncbi.nlm.nih.gov/refseq/



• Gen adı
• Fonksiyonu

• Pubmed 
yayınlarına erişim 
linki



• Fonksiyonu
• İyi korunmuş bölgeleri
• Domainleri
• İlişkili hastalıklar
• Transkriptin özellikleri
• Gen nükleotid dizimi



https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene

• GeneID
• OMİM linkleri



GeneID Veritabanında Neler Araştırabilirim?

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/



GeneID

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/

• Gen isimleri
• Fonksiyonu
• Domainleri



• Eksprese 
edildiği dokular



• Transkript 
özellikleri

• Protein 
düzeyinde 
domainler ve 
aminoasid 
lokalizasyonları



Bazı Biyolojik Veritabanları-2

• RefSeq’e benzer amaçlarla Avrupa Biyoinformatik Enstitüsü; ENSEMBLE Genom 
Veritabanı Projesi verilerini belirli erişim numaraları ile sunmaktadır.

https://www.ensembl.org/index.html

ENSG00000198745.17  Gen
ENST00000357033.8     Transkript
ENSP00000354823.3     Protein

Matched Annotation from NCBI and EMBL-EBI (MANE)



Ensembl Veritabanında Neler Araştırabilirim?

https://www.ensembl.org/index.html



• İnsan, fare, 
zebra balığı gibi 
diğer 
organizmalar 
dahil



• Transkriptleri
• Ortologlar

• İlişkili olduğu 
fenotipler

• Karşılaştırmalı 
genomik

• Bildirilen 
varyantlar

• Yolaklar
• Etkileşimde 

olduğu 
proteinler



MANE; Ensembl ve RefSeq veritabanlarını bağlar





• Bildirilen varyantlar



Bazı Biyolojik Veritabanları-3

• dbSNP: Single Nucleotide Database

• rs ile başlayan SNP erişim numarasıdır

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/snp

• hg19 ve hg38 
koordinatları

• Varyant özellikleri

• Minör allel sıklığı



İdeal Varyant İfadesi

• NC_000023.11:g.32849790T>A 

• NM_004006.3:c.124A>T r(124a>u) p.(Ser42Cys) 

• DMD hemizigot



Varyantın Patojenik Olduğunu Nasıl Anlarız? 

    *ACMG *



• BS benign strong, BP benign supporting

• PVS pathogenic very strong, PS pathogenic strong, PM pathogenic modarate, PP pathogenic supporting



https://seq.genomize.com/pathogenicity_calculator/

• Benign veya patojenik skorlara göre kolay sınıflama



Örnek;

Fenotip HSP

Bulgular Motor gerilik
Progresif süreç
Prx ve distal güçsüzlük (AE)
AE spastisite, hiperrefleksi, Babinski +
Destekle yürüyor
Kr-spinal MR normal
CK normal-hafif artmış

Cinsiyet, yaş E, 11yaş

Kalıtım paterni 
(olası)

X-e bağlı? De novo?

Testler NM panel, WES

Sonuç PLP1 c.636 G>A p.Trp212Ter
(PM2, PVS1)



https://varsome.com/

• Sıklıklar 
• GnomAD veritabanında kullanmak için kromozom koordinatları



Genom Toplama Veritabanı (Genome Aggregation Database)

https://gnomad.broadinstitute.org/



• GnomAD’de bu varyant bulunamadı
• Normal popülasyonda karşılaşılan bir varyant olmadığı için PM2



• Hastamızdaki c.636 pozisyonunun yakın 
çevresinde de bildirilen bir varyant yok



https://franklin.genoox.com/

‘’Franklin Genoox’da’’ Populasyon Verileri



• GnomAD 
veritabanına 
göre 
popülasyonda 
bu varyant 
bulunmuyor 
(%0.0)



• Turkish variome dahil farklı 
veritabanları hakkında da 
bilgiye ulaşılabilir



Örnek;

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar
https://www.deciphergenomics.org/
https://lovd.nl

Pubmed

https://franklin.genoox.com/
https://varsome.com/

Fenotip Mitokondriyal

Bulgular Infantil muskuler hipotoni
Motor gerilik ,Dil alanında gerilik
SNİK, ID
AE/ÜE proksimal güçsüzlük
Hareket bozuklukları
CK 10000 U/L
EMG miyopatik
Kas bx: Mitokondriyal miyopati

Cinsiyet, yaş K, 4 yaş

Kalıtım paterni 
(olası)

OR? Maternal?

Testler NM panel, WES

Sonuç MICU1 homozigot c.553 C>T, p.Arg185* 
(rs755651388)

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar
https://www.deciphergenomics.org/
https://franklin.genoox.com/
https://varsome.com/






CliVar’da bu varyant (c.553C>T) 
bildirilmemiş

Novel varyant???





• Franklin Genoox’da stop 
kodon oluşturan ‘’null 
varyant’’ olduğu 
bilgisine ulaşıyoruz ve 
PVS1 skorunu alıyor

• Ayrıca ClinVar’da da bu gen ile 
ilgili 28 tane daha patojenik null 
varyant bildirildiğini öğreniyoruz 
ve bunların 4’ü bizim 
varyantımızın olduğu exonda



MICU1: LP varyant

• Franklin Genoox’da gnomAD’de 
popülasyon sıklığının çok düşük 
olduğunu görüyoruz ve PVS1’e ek 
olarak PM2 skorunu alıyor



Decipher’de Neler Araştırabilirim?

https://www.deciphergenomics.org/

https://www.deciphergenomics.org/




• Diğer 
veritabanlarındaki 
erişim 
numaralarına 
ulaşılabilir

• Gen ürünümüzle ilgili 
diğer 
veritabanlarındaki 
bilgilere direk ulaşım 
sağlayan linkler



• Diğer 
veritabanlarındaki 
erişim 
numaralarına 
ulaşılabilir

• Gen ürünümüzle ilgili 
diğer 
veritabanlarındaki 
bilgilere direk ulaşım 
sağlayan linkler



Gen ürünü proteinin;
• Fonksiyonu, 
• Bu veritabanında 

bildirilen varyantları,
• Farklı dokularda 

ekspresyon oranları
• Diğer proteinler ile 

etkileşimleri
• Domainleri
• Izoformları 



• Diğer 
veritabanlarındaki 
erişim 
numaralarına 
ulaşılabilir

• Gen ürünümüzle ilgili 
diğer 
veritabanlarındaki 
bilgilere direk ulaşım 
sağlayan linkler







MICU1 pArg185* ClinVar gibi 
Missense 3D veritabanında da 
bildirilmemiş



• Decipher veritabanında bildirilen diğer 
varyantlara ve varyantı taşıyan olguların 
fenotipi hakında bilgilere ulaşılabilir



MICU1 c.553 C>T ClinVar gibi 
Decipher veritabanında da 
bildirilmemiş



http://lovd.nl

LOVD’de Neler Araştırabilirim?





MICU1 c.553 C>T 
CliVar ve Decipher’da HENÜZ 
bildirilmemiş
Ama LOVD ‘de bildirilmiş



ClinVar’da bu varyant bildirilmemiş

Ama Pubmed’de bir yayında bildirilmiş !!



Örnek;

Fenotip CM, MHS

Bulgular Myalji atakları
Rabdomyoliz
MHS
Ilımlı CK yüksekliği
EMG miyopatik MUPler
Kas bx miyopatik degisiklikler

Cinsiyet, yaş E, 5 yaş

Kalıtım paterni (olası) OD? De novo?

Testler NM panel, WES

Sonuç RYR1 (ENST00000359596.3) HT c.7007 G>A, 
p.Arg2336His



https://varsome.com/

Varsome’da Neler Araştırabilirim ve 
Prediktif Datayı Nasıl Değerlendirebilirim?



https://varsome.com/



https://varsome.com/



https://varsome.com/





https://varsome.com/



https://varsome.com/



https://varsome.com/



https://varsome.com/



https://www.deciphergenomics.org/



https://varsome.com/



Revel

https://varsome.com/

• Varyantın patojenitesi hakkında bilgi verir
• 0-1 arası skor
• 1’e ne kadar yakın o kadar protein üzerinde yıkıcı etki



https://varsome.com/
https://cadd.gs.washington.edu/

CADD

• Varyantın patojenitesi 
hakkında bilgi verir

• >20 olan skorlar protein 
üzerinde yıkıcı etki

https://varsome.com/
https://varsome.com/


https://varsome.com/
https://sift.bii.a-star.edu.sg/

SIFT

• Varyantın patojenitesi 
hakkında bilgi verir

• 0-1 arası skor
• < 0.05 intolerans
• 0 ‘a ne kadar yakın skor o 

kadar protein üzerinde yıkıcı 
etki

https://varsome.com/
https://varsome.com/


https://varsome.com/
http://genetics.bwh.harvard.edu/pph2/index.shtml

PolyPhen

• Varyantın patojenitesi hakkında bilgi verir
• 0-1 arası skor
• < 0.15 benign
• 1’e ne kadar yakın skor o kadar protein üzerinde 

yıkıcı etki

https://varsome.com/
https://varsome.com/


http://genetics.bwh.harvard.edu/pph2/index.shtml

PolyPhen



http://genetics.bwh.harvard.edu/pph2/index.shtml
https://faculty.washington.edu/wjs18/GS561/cSNPs_lab.html

PolyPhen

http://genetics.bwh.harvard.edu/pph2/index.shtml


https://www.mutationtaster.org//







Örnek Raporlar



• NDUFS1

• 0/1

• c.158A>G

• p.Gln53Arg





https://franklin.genoox.com/clinical-db/home











Yürümede güçlük
Sık takılıp düşme

DTR hipoaktif
CK: 230 U/L
Kr-spinal MR Normal



https://www.omim.org



Derin fenotipleme;
• NCS-EMG
• Kas bx
• Kas görüntüleme



Vcf Datasını Kendim Değerlendirebilir miyim?

Rapor







https://varsome.com/



HPO Terimleri

https://hpo.jax.org/app/







Raporda Başka Nelere Dikkat Etmeliyim?



İçerdiği Genler Yeterli mi?

https://panelapp.genomicsengland.co.uk/



Splice AI

SCN1A c.602+1 G>A  ??







Gof-Lof ?

SCN1A c.473 A>G
p.Glu158Gly p.E158G   ?





SCN1A c.473 A>G
p.Glu158Gly p.E158G   ?





Özetle…

• Franklin genoox

• Varsome

• OMİM

• ClinVar, Decipher, LOVD, Pubmed

• PanelAPP

• SpliceAI

• Na-Ca kanal için bazı GOF_LOF veritabanları



• Uzm.Dr. Bahadır Şenol

• Uzm.Dr. Mustafa Halk

• Uzm.Dr. Dilek Sönmezoğlu

• Uzm.Dr. Naz Kadem

• Uzm.Dr. Mine Sağlam 
Atmaca

• Uzm.Dr.Melike naz Akbaş

Teşekkür ederim…

• Prof. Dr. Semra Hız

• Prof. Dr. Uluç Yiş

• Prof. Dr. Adem Aydın

• Doç.Dr.A.İpek Polat
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