
Biyoinformatikte Güncel Konular

Can Koşukcu, M.Sc. 

Senior Bioinformatics Application Scientist

9. Ulusal Transplantasyon İmmünolojisi ve Genetiği Kongresi

18.04.2024



Bedia, C. Experimental Approaches in Omic Sciences (2018) Comprehensive Analytical Chemistry, 82, pp. 13-36.



DNA Dizileme Stratejileri

• Genom Dizileme (WGS)

• ≃ 3.200.000.000 nükleotid çiftinden oluşan 
insan genomunun tek seferde dizilenmesi

• Ekzom Dizileme (WES)

• Genetik hastalıklar ile ilişkili mutasyonların 
yaklaşık %90’ı genlerin protein kodlayan 
bölgeleri olan ekzonlarda yer almaktadır.

• İnsan genomunun %1-2’lik kısmını 
oluşturan ekzonlar ≃50 Mb (milyon baz/ 
megabaz) büyüklüğündedir.

• Genomdaki bütün genlere ait toplam 
180.000 ekzonik bölgenin tek seferde 
dizilenmesi Ekzom Dizileme yöntemi 
olarak adlandırılır.
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• Veri Tipleri

FASTQ:

FASTQ format is a text-based format for storing both a biological sequence (usually
nucleotide sequence) and its corresponding quality scores.

bam (Binary Alignment/Map) file

vcf (Variant Call Format)

Variant Table
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Explanation on FASTQ Format

Every read is stored in four lines in FASTQ format as follows:

@EAS139:136:FC706VJ:2:2104:15343:197393 1:Y:18:ATCACG

GCTCTTTGCCCTTCTCGTCGAAAATTGTCTCCTCATTCGAAACTTCTCTGT +

@@CFFFDEHHHHFIJJJ@FHGIIIEHIIJBHHHIJJEGIIJJIGHIGHCCF

Line 1 begins with a '@' character which is followed by a sequence identifier and an optional description.

Line 2 shows the sequenced bases.

Line 3 begins with a '+' character and is optionally followed by the same sequence identifier (and any description) 
again.

Line 4 encodes the sequencing quality for each base in line 2, and must contain the same number of characters 
as bases in line 2. The ASCII value of every character minus 33 equals to the phred-scaled quality score of the 
sequenced base. 
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Explanation on FASTQ Format

@EAS139:136:FC706VJ:2:2104:15343:197393 1:Y:18:ATCACG

GCTCTTTGCCCTTCTCGTCGAAAATTGTCTCCTCATTCGAAACTTCTCTGT +

@@CFFFDEHHHHFIJJJ@FHGIIIEHIIJBHHHIJJEGIIJJIGHIGHCCF

EAS139: The unique instrument name

136: Run ID

FC706VJ: Flowcell ID

2: Flowcell lane

2104: Tile number within the flowcell lane

15343: ‘x’-coordinate of the cluster within the tile

197393: ‘y’-coordinate of the cluster within the tile

1: Member of a pair, 1 or 2 (paired-end or mate-pair reads only)

Y: Y if the read fails filter (read is bad), N otherwise

18: 0 when none of the control bits are on, otherwise it is an even number

ATCACG: Index sequence
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ASCII Table
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Kalite Skoru – FASTQC

• Q10

• Q20

• Q30

• Q40
.
.
.

https://www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/fastqc/
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Dizi Hizalaması (Alignment)
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Varyant Tablolarının Oluşturulması

Açımlama (Annotation)

• İlgilenilen hastalıktan sorumlu genetik etkenin
saptanması için hizalama sonrası belirlenen
değişikliklerin (varyant) karakterize edilerek tablo
şekline getirilmesi gerekir.

• Varyantın genomdaki pozisyonu, nükleotid
değişikliği, cDNA ve protein yapısına olan etkisine
göre adlandırılması gibi birçok bilgiyi içeren bu
tabloların oluşturulması için hizalama sonrası
oluşturulan vcf dosyası kullanılır.



Veri Tipleri

FASTA & FASTQ:

FASTA format is a text-based format for representing either nucleotide sequences or

peptide sequences, in which nucleotides or amino acids are represented using

single-letter codes.

FASTQ format is a text-based format for storing both a biological sequence (usually

nucleotide sequence) and its corresponding quality scores.

SAM/BAM (The Sequence Alignment – Binary Alignment/Map) File

VCF (Variant Call Format)

Varyant Tablosu

Kalite Kontrol 
(FASTQC)

H
iz

a
la

m
a

(A
li

g
n

m
e

n
t)

A
ç

ım
la

m
a

(A
n

n
o

ta
ti

o
n

)

IGV

Yorumlama



Veri Tabanları, Üçüncü Parti Yazılımlar ve Tahminleme Programları

Veri Tabanları

Üçüncü Parti Yazılımlar

• Platformdan bağımsız veya 
platforma özgü

Tahminleme Programları

AgileVCFMapper
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Kalıtsal Metabolik Hastalıklarda 
Biyoinformatik Analiz, Derin Fenotipleme, 
Protein Modelleme ve Yolak Analizleri ile 

Tanı Algoritmalarının Geliştirilmesi 

Can Koşukcu
Hacettepe Üniversitesi Moleküler Metabolizma Bölümü

Doktora Öğrencisi
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67%

10%

7%

6%

3%
2%

2% 1% 1% 1%

Missense

Nonsense

Frameshift
deletion
Splice site

Large deletion

Start codon

ULAŞILAN

VARYANT SAYISI
176

Missense 118

Nonsense 18

Frameshift deletion 12

Splice site 10

Large deletion 4

Start codon 4

Synonymous 4

Frameshift insertion 2

Inframe deletion 2

Inframe insertion 2
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Doğrudan protein-protein 
etkileşimlerini bozarak,

Enzim aktivitesini etkileyerek,

Proteinin yapısal kararsızlığını 
(destabilizasyon) indükleyerek

Proteinin fonksiyon kaybına (LoF) 
neden olabilir ve bu durum protein 
yanlış katlanmasını ve bozulmasını 

tetikleyebilir (Stein et al., 2019).



35

Yanlış Anlamlı Mutasyonlara Bağlı Genetik Hastalıkların 
Anlaşılmasında Protein Kararlılığının Rolü (ΔΔG)

Ocak 2021

14 Aralık 2021 Şubat 2020
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Eylül 
2020
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Yanlış Anlamlı Mutasyonların Protein Üzerindeki Etkilerinin Modellenmesi

Yanlış anlamlı 
mutasyon

Proteinin insan 
PDB dosyası var 

mı?

Mutasyona 
uğrayan amino 
asit modelde 
mevcut mu?

Evet

Proteinin model 
organizma PDB 
dosyası var mı?

Evet

Sekans 
homolojisi insan 

dizisiyle %90 
veya üzerinde 

mi?
Evet

Hayır Hayır Proteinin üç 
boyutlu yapısını 

modelle

Hayır

Mutasyonun 
protein stabilitesi 
üzerindeki etkisini 

hesapla (∆∆G)

Evet

Hayır

FoldX
RepairPDB

komutu

FoldX
RepairPDB

komutu

≅ 120 
patojenik
varyant
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NAXE: Apolipoprotein A-I 
Binding Protein
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The Protein
Data Bank 

(pdb) dosyası 
nedir?

Amino asit
Zincir 

Element

Elementin Amino asit içerisindeki pozisyonu

Sekans numarası

-------- Koordinatlar --------

https://www.cgl.ucsf.edu/chimera/docs/UsersGuide/tutorials/pdbintro.html
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RepairPDB

• FoldX ile herhangi bir modelleme yapmadan önce yapıların onarılması tavsiye edilmektedir. RepairPDB
komutu bozuk burulma açılarını, çakışan VanderWaals bağlarını veya toplam enerjiye etki eden bağ 
kalıntılarını tespit eder ve onarır.

• RepairPDB komutu şöyle çalışır: Komut önce tüm Asn, Gln ve His kalıntılarını arar ve amino asitleri 180 
derece döndürür. Bu, Asn ve Gln karboksamid gruplarının elektron yoğunluğunun hemen hemen simetrik 
olması ve doğru yerleşimin ancak çevredeki atomlarla olan etkileşimler hesaplanarak fark edilmesi 
nedeniyle yapıda yanlış rotamer atamasını önlemek için yapılır.

• Aynı durum His amino asidi için de geçerlidir. Komut, VanderWaals çakışmalarını ortadan kaldırmak için 
yan zincirlerde küçük bir optimizasyon yapar. Bu şekilde son adımda yan zincirlerin stabilizasyonu sağlanır.

FoldX Komutlar

AMAÇ: Protein modelini daha kararlı hale getirmek (𝛥G Değerini minimize etmek)
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• The starting free energy ΔG for the VPS16 protein model was 241.395 kcal/mol, and
it was lowered to 148.076 kcal/mol to a more stable state after the RepairPDB
module was applied.

• The ΔΔG value of the p.Asn52Lys variant reported in late-onset dystonia patients
was calculated as 0.43 kcal/mol (neutral). The ΔΔG value of the p.Trp180Cys variant
(reported in this study) was calculated as 1.29 kcal/mol (destabilizing).

• Decreased amounts of VPS16 protein disrupts HOPS and CORVET, resulting in the
MPS-plus syndrome-like phenotype. In contrast, the p.Asn52Lys substitution is not 
predicted to result in significant change in protein stability.

• Our 3D protein model suggests that an important functional difference between
these two substitutions may be at least partially due to the relatively more severe 
amino acid substitution from tryptophan to cysteine (where the aromatic indol side
chain is replaced by a thiol side chain) compared with the milder amino acid change
from asparagine to lysine (both harboring side chains with an amino group), which
allows it to retain many of the non-covalent interactions with the surrounding
amino acid residues
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The starting free energy ΔG for the TBC1D31 

protein model was 103.34 kcal/mol, and it was 

lowered to -22.4663 kcal/mol to a highly stable state 

after the RepairPDB command of FoldX was 

applied. 3D protein models of the wild type 

TBC1D31 and the potential changes on the 

noncovalent bonds caused by the p.Gln63Glu 

variant are displayed in Figure 2. Six polar, 1 

hydrophobic, 1 carbonyl, 1 Van der Walls 

interactions changed to  6 polar, 1 carbonyl and 1 

Van der Walls interactions after the glutamine at 

position 63 turned into glutamic acid. The in-silico 

predictions showed that one hydrophobic interaction 

was lost on the protein model (Figure 2). The 

p.Gln63Glu variant decreased protein stability and 

predicted as "Destabilizing" with all four different 

protein stability prediction tools upon point 

mutations. 
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The starting free energy ΔG for the FOXD2 protein model was 817.623 kcal/mol, and it 

was lowered to 719.079 kcal/mol to a more stable state after the RepairPDB command 

of FoldX was applied. 3D protein models for the wild type FOXD2 and the potential 

changes on the noncovalent bonds caused by the p.(Met210Val) and p.(Met210Arg) 

variants are displayed in Figure 1K. -The p.Met210Val variant decreased protein 

stability and was predicted as "Destabilizing" with all four, the p.Met210Arg variant 

decreased protein stability and was predicted as "Destabilizing" with three out of four 

different protein stability prediction tools upon point mutations. The ΔΔG scores 

calculated for 210VAL and 210ARG variants are displayed in Supplementary Table 3.
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