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Yeni Nesil Dizileme: Pipeline Geliştirilmesi 

Faruk Barbaros KalyoncuY. , İrem CoşkuntanE. 

 

2003 yılında tamamlanan İnsan Genom 

Projesi ile insan genomuna ait ilk dizinin elde 

edilmesi, modern biyolojik araştırmaları farklı 

bir boyuta taşıyarak, tıp ve biyoteknoloji 

alanında hızlı ve sonuç odaklı değişimlere 

neden olmuştur1-3. Örneğin, Maxam-Gilbert 

ve Sanger nükleik asit (DNA, RNA) dizileme 

yöntemleri, gelişen bilgisayar teknolojileri ile 

birlikte daha ayrıntılı analiz imkânı sağlayan 

yeni nesil dizileme (NGS) platformlarının 

geliştirilmesine öncülük etmiştir4. NGS, paralel 

ve yüksek verimli dizileme teknolojilerini 

tanımlamak için kullanılan bir ifadedir. NGS, 

hız ve maliyet açısından Sanger’e kıyasla 

kazanım sağlayan bir platformdur; ancak 

beraberinde oldukça karmaşık bir veri analizi 

sürecini de gerektirmektedir. Bu yüzden, 

Sanger dizileme teknikleri, NGS sonuçlarını 

doğrulamak için günümüzde yaygın olarak 

kullanılmaya devam etmektedir5-7. 

NGS Platformları 

Birinci nesil dizileme (FGS) veya Sanger 

dizileme, dideoksinükleotid yöntemi veya 

sentez yöntemiyle dizileme olarak da 

bilinmektedir ve DNA dizilemesi için zincir 

sonlandırma ilkesine dayanmaktadır. Bu 

yöntem, çok zaman ve maliyet gerektirmesine 

rağmen küçük ölçekli dizileme çalışmaları için 

hala altın standart olarak kullanılmaktadır8. 

Dizileme maliyeti/süresini azaltmak ve 

dizilemenin doğruluğunu artırmak için Sanger, 

ikinci nesil dizileme (SGS) teknolojileri ile 

değiştirilmiştir9-11. SGS veya yüksek verimli 

dizileme teknolojilerinin ana adımları; örnek 

hazırlama, DNA fragmantasyonu, kitaplık 

hazırlama, dizileme ve veri analizidir. 

Roche/454 (2005), Illumina/Solexa (2006), 

ABI/SOLiD (2007) ve Ion Torrent (2010) 

geliştirilen platformlar olmakla birlikte12 

Illumina ve Ion Torrent biyomedikal 

laboratuvarlarda yaygın olarak kullanılan 

yöntemlerdir13. Illumina platformu tek-uçlu 

(single-end) ve eşli-uçlu (paired-end) 

okumalar üretebilirken, Ion Torrent yalnızca 

tek-uçlu okumalar üretebilmektedir14. 

Illumina'nın en büyük sınırlaması, genomun 

tekrarlayan bölümlerinde hataya neden olan 

kısa okumalar yapmasıdır15. Ion Torrent’de ise 

sistemin uzun homopolimerik tekrarları yanlış 

ölçebildiği bilinmektedir16,17. SGS'nin 

dezavantajları, düşük dizileme maliyetiyle 

uzun okumalar üretebilen üçüncü nesil 

dizileme (TGS) yöntemlerinin geliştirilmesine 

neden olmuştur. TGS, aynı zamanda uzun 

okuma sıralaması olarak da bilinmektedir; 

çünkü birkaç kilo bazdan daha uzun okumalar 

üretebilmektedir. Tek moleküllü dizileme 

(SMS) ve gerçek zamanlı dizileme, TGS 

teknolojilerinin iki temel özelliği olarak 

tasarlanmıştır. En yaygın olarak kullanılan
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TGS platformları, Pacific Biosciences 

(PacBio) tarafından Tek Molekül Gerçek 

Zamanlı (SMRT) dizileme ve Oxford 

Nanopore (ONT) tarafından Nanopore 

dizilemedir18. 

Biyoenformatik ve NGS Pipeline 

Teknolojik gelişmelerle birlikte oluşan NGS 

platformları sayesinde çok büyük miktarda 

veri ortaya çıkmaktadır. Artan veri miktarı ile 

paralel olarak bu verilerin işlenmesi ve 

akışının kontrol edilmesi oldukça önemli 

kazanmıştır. Bu yüzden dizileme ile elde 

edilen veriler, pipeline (boru hattı) yani belirli 

bir iş akışı çerçevesinde ele alınmaya 

başlanmıştır13,19,20. Şekil 1’de genel hatlarıyla 

NGS pipeline bileşenleri gösterilmiştir20. 

 

 

 

Şekil 1. NGS biyoenformatik pipeline genel iş akışı20. Her bir NGS platformu farklı algoritmalar ve ek 

adımlar içerebilmektedir. *BAM, ikili hizalama haritası; **SNV, tek nükleotid varyasyonu;  ***Indel, 

insersiyon-delesyon; ****VCF,  varyant çağrı formatı; *****HGVS, İnsan Genom Varyasyon Topluluğu. 
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Ortaya çıkan bu verileri analiz etmek ve 

gerekli modülleri geliştirmek biyoenformatik 

alanının konusu haline gelmiştir. 

Biyoenformatik yaklaşımla, bilimsel 

araştırmalarda elde edilen verilerin gerekli 

uygulamalar ile analizlerinden başarılı 

sonuçlar alınmaya başlanmıştır;  ayrıca analiz 

verilerinin gelecek araştırmalara uygunluğunu 

sağlamak amacıyla oluşturulan iş akışlarının 

ve analizlerde kullanılacak modüllerin 

tasarlanmasında işletim sisteminin önemi 

ortaya çıkmıştır. Bundan dolayı 

biyoenformatik analizlerde Linux gibi açık 

kaynak kodlu ve üzerinde işlem yapmaya 

müsait işletim sistemleri kullanılmaktadır. Ek 

olarak, analiz amaçlı modüllerin tasarımında 

kullanılacak programlama dilleri de 

araştırmalara katkı sağlamaktadır. 

Günümüzde veri işlemede öne çıkmakta olan 

“R” ve “Python” gibi nesne yönelimli ve 

geliştirilmesi basit diller kullanılmaktadır. Bu 

programlama dillerinin avantajı, veri 

kütüphaneleri ile uyumlu çalışarak istatistik 

gibi alanlarla beraber kullanılabilmesidir21-23. 

Python programlama diliyle kolay bir şekilde 

oluşturulan nesne yönelimli algoritmalar ile 

derin öğrenme ve yapay zekâ alanlarında 

çalışmalar yapılabilmektedir; ayrıca Pytorch 

gibi kütüphaneleri desteklemesiyle temel 

düzeyde programlama bilen araştırmacılara 

büyük avantaj sağlamaktadır24-26. NGS 

platformları sayesinde elde edilen verilerde 

diğer programlama yöntemleri de 

kullanılabilmektedir; ancak kullanım ve veri 

kütüphaneleri ile uyumundaki zorluktan dolayı 

günümüzde pek tercih edilmemektedir22,27. 

Her gün milyonlarca farklı dizilemenin 

yapıldığı göz önüne alındığında bütün verileri 

her seferinde baştan incelemek büyük bir 

zaman ve emek kaybına sebep olmaktadır. 

Bu yüzden NGS analizleri ile elde edilen 

verilerde biyoenformatik araçların kullanılması 

önemlidir.  Bu araçlardan bazıları günümüz 

NGS çalışmalarının çoğunda kullanılmaktadır. 

FastQC, Hisat2 ve Cutadapt, NGS 

çalışmalarında tercih edilen biyoenformatik 

araçlara örnektir28. FastQC bir çeşit hata 

ayıklama ve inceleme modülüdür. NGS 

yardımıyla elde edilen ham verileri birden 

fazla kontrol işlemine sokarak her bir baz 

okuması için detaylı rapor oluşturulmasını 

sağlamaktadır29.  Hisat2 modülü ise NGS 

yardımıyla dizilemesi yapılan DNA/RNA 

örneğinin tek bir referans genomuna 

eşlemesini sağlayarak hızlı bir hizalama 

yapmaktadır. FastQ formatındaki NGS 

verilerini de paralel bir şekilde yüksek hız ve 

başarı ile işleyebilmesi günümüz hizalama 

modülleri arasında Hisat2’yi öne 

çıkarmaktadır30.   Cutadapt modülü de 

FastQC ile benzer bir amaçla kullanılmaktadır. 

Genel olarak NGS kapsamında elde edilen 

okumaların adaptör sekanslarını, primerlerini 

ve diğer istenmeyen sekans türlerini bulup 

uzaklaştırmakta işlevseldir31. Bu modül de 

Python ile rahatça kullanılabilmektedir. Bu ve 

bunlara benzer birçok biyoenformatik araç da 

bulunmaktadır32.  
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NGS Pipeline Geliştirme 

Çeşitlenen NGS yöntemleriyle birlikte ortaya 

çıkan devasa boyuttaki verilerin karmaşıklığı 

ile birlikte, ölçeklenebilirlik ve tekrarlanabilirlik 

sadece deneyler için değil, hesaplamalı 

analizler için de gerekli hale gelmiştir. Ek 

olarak, verileri bilgiye dönüştürmek, çok 

sayıda araç çalıştırmayı, parametreleri en iyi 

duruma getirmeyi ve dinamik olarak değişen 

başvuru verilerini tümleştirmeyi de 

içermektedir20,33. İş akışı yönetim sistemleri 

(WMS'ler) bu tür zorluklara yanıt olarak 

geliştirilmiştir. WMS programlarının da kendi 

içlerinde bulunabilir, erişilebilir, birlikte 

çalışabilir ve yeniden üretilebilir bir protokole 

sahip olmaları gerekmektedir. Bu kriterler 

günümüzde, bir dizi hesaplama ortamında kod 

tanımlamak, paylaşmak ve yürütmek için 

kapsayıcı yazılımların ve standart uygulama 

programlama arayüzünün (API) gelişimini 

desteklemektedir34-39. Nextflow, yaygın olarak 

kullanılan bir WMS’dir; ancak özelinde bütün 

bu işlemleri basitleştiriyor olsa da yapılacak 

işlemin boyutunun ve karmaşıklığının 

artmasıyla oluşan bazı sınırlamalara 

sahiptir40,41. 

Grafik kullanıcı arayüzü (GUI), programlama 

bilgisi olmayanlar için NGS analizlerinin 

gerçekleştirilmesinde avantaj sağlayan bir 

arabirimdir ve iyi tasarlanması gerekmektedir. 

Bazı kompleks NGS pipelineları (Galaxy, 

GenePattern, GeneProf vb.) veri işleme 

ortamları arasında paralellik ve taşınabilirlik 

sağlayamamaktadır42,43. Günümüz bulut 

sistemlerine uyumu ve eski nesil iş akış 

platformlarının yaşattığı sorunları gidermek 

üzere yakın zamanda başlatılan Biocore: 

DolphinNext projesi, araştırmacılara detaylı 

teknik bilgiye sahip olmadan da verilerini 

işleyebilecekleri bir ortam sunmaktadır. 

Kullanıcı dostu arayüzüyle birlikte pipeline 

oluşturulması ve kullanılacak modüllerin 

tasarlanması konusunda kolaylıklar 

sağlamaktadır; ayrıca tasarlanan pipeline ve 

modüllerin gelecek araştırmalara kaynak 

olabilmesi için tekrarlanabilir bir şekilde tüm 

aşamalar oluşturulabilmektedir. Bu durum 

bağımsız projelerin birbirlerinin modüllerinden 

girdi (input) ve çıktı (output) verilerinin 

kullanılabilmesine ve araştırmaların hız 

kazanmasına neden olmaktadır. 

DolphinNext’in benzer bir platform olan 

NextFlow’dan en büyük farkı, kullanıcıların 

programlama dillerini detaylı bilmesine gerek 

kalmadan “sürükle bırak” gibi basit 

işlemlerle istedikleri iş akış modelini 

oluşturabilmesidir (Şekil 2)44. 
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Şekil 2. Biocore: DolphinNext platformunda oluşturulan örnek bir pipeline tasarımı44. A. Düzenli bir 

hesaplama için verilerden indeks oluşturmaktadır. B. Genom dizileme verileri girdi olarak 

kullanılmaktadır. Veriler, indeks oluşturma modülünde işlendikten sonra indeks çıktısı (yeşil renkle 

belirtilen ) alınmaktadır. C. Platform için verisi kullanılan Mate modülü, örnek miRNA listesini 

sağlamaktadır45 ve “reads” ile dizilemeden okumalar alınmaktadır. Bu iki girdi Fastq modülü ile kalite 

puanlarıyla beraber Fastq formatına çevrilmektedir. STAR modülü girdileri düzenleyerek hizalama 

yapmaktadır. BAM çıktısı ile genom dizilemesinin kapsamlı ham verileri ve sıkıştırılmış halini ikili şekilde 

kaydetmektedir. D. Biyoenformatik inceleme sonucunda alınacak veriler çeşitlendirilerek çalışma 

metoduna göre çıktı modülleri eklenmektedir ve böylece RNA dizileme (RNA-Seq) pipeline 

oluşturulmaktadır. 

Biyoenformatik pipelinelarda kullanıcı 

arabirimi, veri analizinde programlama 

dillerine hâkimiyet gerektiren dizileme verileri 

için her geçen gün daha da önemli bir özellik 

haline gelmektedir. DolphinNext, NGS 

pipeline komutları ve büyük verileri arasında iş 

akışının oluşturulması, ilgili modüllere dağıtımı 

ve kullanıcı dostu arayüzü ile veri analizinde 

destekleyici rol üstlenen bir veri işleme 

enstrümanıdır46. Ek olarak, DolphinNext’te 

çalışmaların bulut sistemleri ve Docker veri 

sanallaştırma aracı ile sunuculara erişimin 

sağlanarak yapılabilmesi, araştırmaların hızlı 

ve kolayca tekrarlanabilmesini sağlamaktadır; 

bundan dolayı da teknik olarak büyük bir 

desteğe sahip olmayan projelere de düşük 

kaynakla en iyi sonucu almalarında yardımcı 

olmaktadır44,47. 

Yaklaşık 20 yıl önce İnsan Genom Projesi’nin 

tamamlanması ile kapılarını açan genom çağı, 

günümüzde teknoloji ile birlikte hızla gelişen 

NGS platformları sayesinde insan dahil pek 
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çok organizma hakkında genetik bilginin en 

ince ayrıntılarına erişim imkânı sağlamıştır. 

Uçsuz bucaksız veri havuzundaki bilgilerin 

işlenmesi için programlama dilleri, 

hesaplamalı analizler ve biyolojik araştırmalar 

arasında iş birliği sağlayan biyoenformatik 

yaklaşımlar NGS pipelinelarının ortaya 

çıkmasına ve verilerin zamanla daha da 

karmaşık hale gelmesiyle bu pipelineların 

sürekli geliştirilmesine zemin hazırlamıştır. 

Hali hazırda kullanıma sunulmuş olan NGS 

pipelinelarının geliştirilmesi gereken 

yönlerinden biri, genetik bilgiye ulaşan biyoloji 

temelli bilim insanları ile bu bilgiyi analiz eden 

biyoenformatik çalışan insanlara duyulan 

ihtiyacın bir noktada bütünleyici bir yaklaşımla 

değerlendirilmesi gerekliliğidir. Birkaç yıl önce 

geliştirilen DolphinNext, hesaplamalı analizleri 

deneysel araştırmacılar için tekrarlanabilir, 

erişilebilir ve yorumlayabilir hale getirmiştir. 

Benzeri araçların artması, ileride veri 

analizlerindeki hata oranını azaltacağı gibi 

özellikle hastalıklar bazında daha fazla 

araştırma yapılmasına da olanak 

sağlayacaktır.  
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