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YAYIMLAMA VE FIKRI MULKIYET HAKLARI BEYANI

Enstittl tarafindan onaylanan lisansiistii tezimin/raporumun tamamini veya herhangi bir
kismini, basil (kagit) ve elektronik formatta arsivleme ve asagida verilen kosgullarla kullanima
acma iznini Hacettepe Universitesine verdigimi bildiriim. Bu izinle Universiteye verilen
kullanim haklari digindaki tim fikri milkiyet haklanm bende kalacak, tezimin tamaminin ya da
bir bélimunun gelecekteki calismalarda (makale, kitap, lisans ve patent vb.) kullanim haklar
bana ait olacaktir.

Tezin kendi orijinal galismam oldugunu, baskalannin haklarini ihlal etmedigimi ve tezimin tek
yetkili sahibi oldugumu beyan ve taahhut ederim. Tezimde yer alan telif hakki bulunan ve
sahiplerinden yazili izin alinarak kullaniimasi zorunlu metinlerin yazili izin alinarak
kullandigimi ve istenildiginde suretlerini Universiteye teslim etmeyi taahhit ederim.

Yiksekogretim Kurulu tarafindan yayinlanan “Lisansiistii Tezlerin Elektronik Ortamda
Toplanmasi, Diizenlenmesi ve Erisime Agilmasina lliskin Yénerge” kapsaminda tezim
asagida belirtilen kosullar haricince YOK Ulusal Tez Merkezi / H.U. Kutuphaneleri Agik Erigim
Sisteminde erigime agilir.

o Enstiti / Fakilte yonetim kurulu karari ile tezimin erigime agiimasi mezuniyet
tarihimden itibaren 2 yil ertelenmistir. ()

o Enstith / Fakilte yonetim kurulunun gerekceli karar ile tezimin erisime
acglimasi mezuniyet tarihimden itibaren ... ay ertelenmigtir. (2)

o Tezimle ilgili gizlilik karan verilmistir. @
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Hande Melisa ACUN

1% isanstistii Tezlerin Elektronik Ortamda Toplanmasi, Diizenlenmesi ve Erisime Agilmasina lliskin Yénerge”

(1) Madde 6. 1. Lisanstistti tezle ilgili patent bagvurusu yapilmasi veya patent alma siirecinin devam etmesi
durumunda, tez danigmaninin énerisi ve enstitii anabilim dalinin uygun gériisii (izerine enstitii veya
fakiilte yonetim kurulu iki yil siire ile tezin erisime agilmasinin ertelenmesine karar verebilir.

(2) Madde 6. 2. Yeni teknik, materyal ve metotlarin kullanildigi, heniiz makaleye déniismemis veya patent gibi
ybntemlerle korunmamis ve internetten paylasiimasi durumunda 3. sahislara veya kurumlara haksiz kazang
imkani olusturabilecek bilgi ve bulgulari iceren tezler hakkinda tez damigmaninin énerisi ve enstitii
anabilim dalinin uygun goériigi lzerine enstitii veya fakliilte yonetim kurulunun gerekgeli karari ile alti
ayl1 asmamak lizere tezin erisime acilmasi engellenebilir.

(3) Madde 7. 1. Ulusal ¢ikarlari veya giivenligi ilgilendiren, emniyet, istihbarat, savunma ve glivenlik, saglik vb.
konulara iliskin lisanststii tezlerle ilgili gizlilik karari, tezin yapildigi kurum tarafindan verilir *. Kurum ve
kuruluglarla yapilan isbirligi protokolli ¢ercevesinde hazirlanan lisansiistii tezlere iliskin gizlilik karari ise,
ilgili kurum ve kurulugun o6nerisi ile enstitii veya fakiiltenin uygun gériisi iizerine iiniversite yénetim
kurulu tarafindan verilir. Gizlilik karari verilen tezler Yiiksekégretim Kuruluna bildirilir.

Madde 7.2. Gizlilik karari verilen tezler gizlilik siiresince enstitii veya fakiilte tarafindan gizlilik kurallar
cercevesinde muhafaza edilir, gizlilik kararinin kaldirilmasi halinde Tez Otomasyon Sistemine yiiklenir

* Tez damigmaninin 6nerisi ve enstitii anabilim dalinin uygun gériisii (izerine enstitii veya fakiilte
yoénetim kurulu tarafindan karar verilir.



ETiK BEYAN

Bu ¢alismadaki bitiin bilgi ve belgeleri akademik kurallar ¢cergevesinde elde ettigimi,
gorsel, isitsel ve yazili tim bilgi ve sonuglar bilimsel ahlak kurallarina uygun olarak
sundugumu, kullandigim verilerde herhangi bir tahrifat yapmadigimi, yararlandigim
kaynaklara bilimsel normlara uygun olarak atifta bulundugumu, tezimin kaynak
gosterilen durumlar disinda 6zgiin oldugunu, Dr. Ogr. U. Dr. Arda CETINKAYA
danismanhginda tarafimdan uretildigini ve Hacettepe Universitesi Saglik Bilimleri

Enstitlisti Tez Yazim Yonergesine gore yazildigini beyan ederim.

Bio. Hande Melisa Acun
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TESEKKUR

Basta tez c¢alismasinin basindan sonuna tim asamalarinda kritik
degerlendirmeleri ve vyonlendirmeleriyle desteklerini sunan, algoritmanin
olusturulmasi ve yazilmasinda biiyiik emek harcayan tez danismanim Dr. Ogr. U. Dr.
Arda CETINKAYA’ya, tez kapsaminda olusturulan algoritmanin sekillenmesi ve R
programina uyarlanmasi asamalarinda kritik yonlendirmeleriyle kodlamada seviye
atlamami saglayan degerli arkadasim Ozgiin Ozan KILIC’a, mikrodizin ¢alismalarinin
dizayni ve gergeklestirilmesi konusundaki buylk yardimlari ve emegiyle Uzm. Bio.
Serkan KABACAM’a; tez calismasi konusundaki kritik katki ve Onerileriyle tim
Biyoinformatik Anabilim Dali 6gretim Uyelerine ve tezin gergeklestirilmesinde
destegini esirgemeyen tim Tibbi Genetik Anabilim Dali 6gretim elemanlarina,
ozellikle kritik katkilariyla Ar. Gér. Dr. Nesligiil ISIKLI ve Ogr. Gér. Dr. Ceren Damla
DURMAZ OZDINC ile kritik katki ve tecriibeye dayali yapici degerlendirmeleriyle Prof.
Dr. Nurten AKARSU’ya; deneysel islemlerin gerceklestiriimesindeki kolaylastiric
katkilari sebebiyle tim Cocuk Genetik Laboratuvari galisanlarina minnetle tesekkiir

ederim.

Ayrica, calismanin gerceklestirilebilmesi icin genetik veri elde edilmesi

amaciyla tez calismasina katki sunan bitin gonilliilere tesekkiir ederim.

Tezin tasarimi, ©6n verilerinin  olusturulmasi, olusturulan Copy-fm
algoritmasinin denenmesi igin veri sunulmasi asamalarinda ve yiksek lisans tez
calismalarim sirasinda sagladigi burs nedeniyle TUBITAK destekli EJP-RD projesi
RiboEurope (319S062) ve Era-NET projesi EuroDBA (3155192) projeleri ile tez
¢alismalarinda deneysel islemlerin gerceklestirilmesi icin kaynak sunmasi nedeniyle
Hacettepe Universitesi BAP Koordinasyon Birimi tarafindan THD-2021-19532
numarali hizh destek projesi kapsamindaki destekleri nedeniyle destekleyen

kurumlara tesekkir ederim.
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OZET

Acun, H. M., Mikrodizin Kaynakli Genotip Bilgisi Kullanilarak Kopya Sayisi
Degisikliklerinde Mozaiklik Oraninin Saptanmasi, Hacettepe Universitesi Saghk
Bilimleri Enstitiisii Biyoinformatik Programi Yiiksek Lisans Tezi, Ankara, 2023. Kopya
sayisi degisiklikleri (Copy Number Variation, CNV), genomik bdlgelerin normal diploid
(2 kopya) kopya sayisinda bolgesel bir degisikligi temsil eden, uzunlugu >50 bp olan
yapisal varyantlardir. Bu tanima gore, tek hiicre igerisindeki tiim lokuslar igin kopya
sayllari tam sayl olmak durumundadir; ancak farkli kopya sayilarina sahip alt
populasyonlardan olusan bir hiicre popilasyonu igin, tim hicre popilasyonu
acisindan bakildigl zaman, tam sayl olmayan degerlerde kopya sayisi s6z konusu
olabilir. Bu tirden CNV’lere mozaik CNV’ler (mCNV), mCNV’lerin olusturdugu bu
genetik duruma ise genetik mozaisizm denilmektedir. mCNV’lerle dogustan ya da
kanserde oldugu gibi hayatin ileriki ddnemlerinde karsilasilabilir. Ozellikle kanser gibi
hastaliklarda mCNV’lerin saptanmasi tani ve tedavi takibinde kritik 6neme sahip
oldugundan, bir¢cok arastirmaci ve ticari firma mCNV’lerin saptanmasina yonelik
yontemler gelistirmistir. Bu yontemler arasinda SNP mikrodizin yontemi, farkli
boyutlarda mCNV’ler icin genom boyu taramaya olanak tanimasi sebebiyle
ginimizde en sik kullanilan yéntemdir. Ancak mCNV’lerin lokalizasyonunun yani
sira, hastalik seyri ve tedavisinin takibinde asil kritik role sahip olan hicre
popilasyonundaki bulunma oranlarina, yani mozaisizm fraksiyonuna (fm), yonelik
yetkin ve spesifik calisma sayisi ¢cok azdir. Bu tezde, mCNV’lerin oranini (fm) SNP
mikrodizin verisinden elde edilen BAF ve LRR verileriyle R programlama dilinde
Kolmogorov-Smirnov (KS) testi ile hesaplayan, hesaplama igin giiven araliklarini
belirleyen Copy-fm olarak adlandirilan bir biyoinformatik arag gelistirilmistir. Copy-
fm’in guvenilirliginin ve fonksiyonlarinin test edilmesi, tarafimizca deneysel olarak
olusturulmus mozaik delesyon drnekleri ve gercek klinik verilerle birlikte kamuya agik
verilerden degerlendirilmistir. Ek olarak, Copy-fm’in bolgesel olarak fn
hesaplamasinin yaninda, daha dnce denenmemis bir yaklasim olan “f-first” olarak
adlandirdigimiz genom boyu tarama algoritmasiyla, aracin fn, sonucunu da vererek
genom boyu mCNV saptama yetenegi gosterilmistir.

Bu tez TUBITAK destekli EJP-RD projesi RiboEurope (3195062) ve Hacettepe
Universitesi BAP Koordinasyon Birimi (THD-2021-19532) tarafindan desteklenmistir.

Anahtar kelimeler: Kopya sayisi degisiklikleri, mCNV, Mozaisizm, fm, SNP
Mikrodizin, R programlama dili
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ABSTRACT

Acun, H. M., Determination of Mosaicism Ratio in Copy Number Variations Using
Microarray Based Genotype Information, Hacettepe University Graduate School of
Health Sciences Department of Bioinformatics Master’s Thesis, Ankara, 2023. Copy
number variations (CNVs) are >50 bp structural chromosomal variants that represent
a regional change in the normal diploid (2 copies) copy number (CN) of genomic loci.
This definition dictates that all copy numbers in a single cell must be integers,
however, for a cell population consisting of various subpopulations with different
copy numbers, when the whole cell population is considered there may be non-
integer copy numbers. CNVs that cause such copy numbers to have been defined as
mosaic CNVs (mCNVs). mCNVs can be encountered at birth or later in life because of
conditions such as cancer. Since the detection of mCNVs is critical in diagnosis and
treatment monitoring, especially in cancer, many researchers and commercial
companies have developed methods for the detection of mMCNVs. Among these
methods, the SNP microarray method is the most commonly available as it allows
genome-wide screening for mCNVs of different sizes. However, despite the rapid
development in methods for localization of mMCNVs, the number of competent and
specific studies for determination of cells with CNV in a population of cells, fraction
of mosaicism (fn), is very limited. Within this thesis, a bioinformatics tool which was
named Copy-fm has been developed in R programming language that utilizes BAF and
LRR values obtained from SNP microarray data to calculate ratio for fm by
Kolmogorov-Smirnov (KS) test. This allowed us to fulfil the much-neglected need for
fm calculation which may be required in research and clinics. Testing of Copy-fm's
reliability and functionality has been achieved by using experimentally-designed
mosaic deletion samples along with publicly available and real clinical data. In
addition, Copy-fm has been tested on two main microarray platforms, revealing the
differences between microarray platforms. In addition, besides the regional fnm
calculation, Copy-fm's ability to detect genome-wide mCNVs has been demonstrated
by an approach we named “fm-first” algorithm, which has never been tested before.

This thesis has been supported by TUBITAK-supported EJP-RD project RiboEurope
(319S062) and Hacettepe Universty Research Projects Unit (THD-2021-19532).

Keywords: Copy Number Variations, mCNVs, Mosaicism, fm, SNP Microarray, R
programming language
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1. GiRI$

insan, diploid genoma sahip bir organizmadir. Dolayisiyla kadinlarda her bir
genomik bolge icin kopya sayisi 2 iken, erkeklerde otozomlar igin 2, X ve Y seklinde
bulunan farkli cinsiyet kromozomlari icin ise birer kopyadir. insanlarda herhangi bir
genomik bolgedeki kopya sayisinin beklenen normal kopya sayisi olan 2’den farkli
olmasi durumuna kopya sayisi degisiklikleri (CNV, Copy Number Variation) adi verilir.
Gerek kalitsal gerek edinsel olarak ortaya ¢ikabilen CNV’ler, kopya sayisinin azalmasi
(delesyon) veya artmasi (duplikasyon) seklinde olabilir. CNV’ler igin farkli boyut
sinirlari kullanilmakla beraber gliniimiizde >50 baz cifti (bp, base pair) uzunlugundaki
yapisal varyasyonlar olarak tanimlanmaktadir (1). Tespitinde sikga kullanilan
yontemlerden olan mikrodizin ve ileri nesil dizileme (NGS, Next Generation
Sequencing) teknolojileri sayesinde pek cok kalitsal hastalikla ve basta kanser olmak

Uzere cesitli edinsel genetik hastaliklarla iliskilendirilmislerdir (2).

Cok hiicreli bir organizmadaki hiicre poptilasyonunun sadece bir kisminin
mutasyonlardan etkilenerek farklilasmasina genetik mozaisizm denilmektedir.
Genetik mozaisizm farkh genetik Olgeklerde olabilmekte ve CNV olgegindeki
mozaisizm olaylari, mozaik CNV (mCNV) olarak adlandirilmaktadir (3). Bu tanim
itibariyle; mozaik CNV’ler, hiicrelerin belli bir kesrinde kopya sayisinin 2’den
farklilasmasina yol agmaktadirlar ve bir hiicre igerisinde tam sayl olarak ifade
edilebilecek genomik kopya sayilarinin tim hicre popilasyonu icin kesirli bir sayi
olmasina neden olmaktadirlar. Bu nedenle, bir mozaik CNV bélgesindeki kopya sayisi,
degisiklige ugramis hicre oranini belirten mozaisizm fraksiyonunu (fm)

yansitmaktadir.

Mozaik CNV’ler canliyi olusturan ilk hiicre olan zigot evresinden sonra ortaya
ciktiklari icin mutlaka edinsel genetik degisiklikler olmaktadirlar. Bu degisiklikler,
embriyonik gelisim doneminde ortaya cikabilseler de en sik kanserli hicreler ile
normal hicrelerin bir karisim halinde bulundugu kanser iliskili dokularda ortaya

citkmaktadirlar (4). Bu dokulardaki mozaisizm fraksiyonu; hastalik siddeti, hastaligin



seyri, kansere sahip bireylerin takibi ve kanserin ila¢ yaniti konularinda bilgiler

verebildigi icin 6zellikle 6nem kazanmaktadir.

Mozaik CNV saptamaya yonelik ginimizde farkh yontemler kullaniimakla
beraber SNP (Single Nucleotide Polymorphism, Tek Niikleotit Polimorfizmi) mikrodizin
yontemi, uzun yillardir sitogenetik yontemlerle saptanamayacak kadar kii¢lik CNV’leri
glvenilir bicimde genom boyu taramayr mimkin kilmistir (5). SNP mikrodizin
yontemlerinin, mozaik CNV’lerin genomik lokalizasyonunu saptayabilmesi daha zor
olmakla beraber bunu gergeklestiren yaklasimlar da yillar igerisinde gelistirilmistir (6).
Buna karsin, CNV’ler icin mozaisizm fraksiyonunu hesaplamaya yonelik literatlirde
¢ok az yaklasim bulunmakta ve var olan yontemlerin hicbirisi saptadiklari mozaisizm

fraksiyonu icin giiven araligi sunmamaktadirlar.

Bu tez c¢alismasi kapsaminda, Kolmogorov-Smirnov testini kullanan yeni bir
yaklasim ile SNP mikrodizin verisinin analizi sonucunda CNV’ler igin gliven araligiyla
beraber mozaisizm fraksiyonu hesaplayabilen R programlama dilinde yazilmis bir
biyoinformatik ara¢ sunulmasi hedeflenmistir. Sunulan aracin etkinligi, farkli SNP
mikrodizin platformlarinda deneysel olarak olusturulmus X kromozomu delesyon
mozaisizmi modellerinde ve mozaik CNV’ye sahip bireylerden elde edilmis verilerde

test edilmektedir.



2. GENEL BILGILER
2.1. insan Genomu ve Genomdaki Varyasyonlar
2.1.1. insan Genomu

insan genomu, kromozomlar seklinde paketlenmis olan 3,2 milyar baz cifti
(Gbp, giga base pair) uzunlugundaki DNA’yi (deoksiribontikleik asit) icermektedir.
Genomun haploid dizi uzunlugu olan 3,2 Gbp esey hiicrelerinde (gamet) yer alirken,
6,4 Gbp olan diploid genom ise gametler haricindeki viicut hiicrelerinde (somatik) yer

almaktadir (7).

insan genomunu barindiran kromozom sayisi 46 olup, otozomlar (cinsiyetler
arasi farklihk gostermeyen kromozomlar) ve cinsiyet kromozomlari olarak 2 grup
kromozom  bulunmaktadir. Otozomlarda 22 ¢ift kromozom; cinsiyet
kromozomlarinda ise X kromozomu ortak olmak Uzere, kadinlarda (XX) 1 gift X ve
erkeklerde (XY) 1 Xile 1 Y kromozomu bulunmaktadir. Buna goére, 23 cift kromozom
tasiyan insan genomu somatik hicreler icerisinde diploid (2 kopya) sekilde
bulunmaktadir. Gamet hiicrelerinde ise kromozomlar haploid (n) olmakta ve tek bir
set 23 kromozomdan olusmaktadir (7). Kromozom ciftleri, mayoz boélinme sirasinda
2 ebeveynden yavruya birer kopya olarak aktarilan ve birbirine ¢cok blyik benzerlik
gosteren homolog kromozomlari ifade etmektedir. Cinsiyeti belirleyen X ve Y
kromozomlari arasindaki homoloji ise 6zel bir durum arz etmekte olup bu
kromozomlar boyunca tam bir homoloji olmadan, otozomlar gibi yliksek homoloji
Ozelligi gosteren ve daha kisa olan PAR (Ps6dootozomal Bolgeler, Pseudo-Autosomal
Regions) adh bolgeler cinsiyet kromozomlarinin birbirinin  homologu gibi
davranmasini saglamaktadir (8). X ve Y kromozomlarinin uclarinda yer alan
PAR’lardan kisa kollarin (p kolu) uclarinda yer alan PAR1 (2.6 Mbp, Mega baz cifti),
uzun kollarin (g kolu) uglarinda yer alan ise PAR2 (320 kbp, kilo baz cifti) olarak

adlandirniimaktadir.

insan genomunun icerigini, evrimini ve hastaliklarin kékenini aydinlatmak
Uzere 1990 yilinda baslatilip 2003 yilinda DNA haploid dizisinde bulunan yaklasik 3

milyar bazin dizilenmesiyle tamamlanmis insan Genom Projesi neticesinde, niikleotit



diziliminde meydana gelen degisikliklerin anlasiimasi, etkileri ve olusum
mekanizmalari gibi yillardir bilim dinyasinin cevap bulmaya calistigi konularin
arastirilmasi hiz kazanmistir (9). insan Genom Projesinin sundugu en biyik
inovasyonlardan biri, haploid genom dizisinin ilk kez NCBI Build 34 adiyla (hg16) dijital
olarak arsivlenerek tim diinyayla paylasiimasiyla herkesin kaynak alabilecegi ve
blylk cogunlugunu iceren insan referans genomunun ortaya cikisi olmustur.
Dizileme teknolojisindeki ilerlemeyle birlikte ise, 2004 yilinda hg17, 2006’da hgl8 ve
nihayetinde gliniimizde en sik kullanilan iki referans olan hg19 ile hg38 sirasiyla 2009
ve 2013 vyillarinda olusturulmustur (10). 2022 vyilinda ise Genom Referans
Konsorsiyumu’nun bir kolu olan T2T (Telomere-to-Telomere) Konsorsiyumu’nun
tamamladigl T2T-CHM13 insan genomunun telomer dizilerini de iceren bosluklarin
daha minimal oldugu timiuyle dizilenmis insan genomuna ait bir versiyonu

dogmustur (11).

Referans genomun erisilebilir ve yaygin kullanimda olusu, mikrodizin ve
dizileme gibi teknolojilerin de kisa siirede referans genom kullanimini entegre
etmesine ve boyutlari degiskenlik gosteren, bu sebeple tarihsel siire¢ boyunca
saptanmalarinda zorluk yasanarak iyi aydinlatilamamis genomik varyasyonlara karsin

adeta yeni bir devrin baslamasina sebep olmustur.

2.1.2. Genomik Varyasyonlar

Canlilarin timiinde, evrimsel siirecin bir parcasi olarak gerek cevresel gerek
genetik birtakim mekanizmalarla tir igi ve tlrler arasi gesitlilik gériilmektedir. Canlilar
arasi bu cesitlilige sunulan katkilarin icerisinde genetik varyantlar onemli rol
oynamaktadir. Bir canlida o canliya ait referans genom dizisinden farklilik gosteren
her bir degisiklige genetik varyant denilmektedir. insanlarda bireyler arasindaki
genomik farkhliklar gorece az olup, ortalama olarak bir bireyde genomik dizinin
%99,9'u referans genomla ortismektedir (12). Genetik varyantlarin olusturdugu
farkliliklar, bireyler arasinda fenotipik farkhliklara sebep olmaktadir. Buna karsin,
genetik varyantlarin bircogunun hicbir fenotipik yansimasi olmazken, fenotipik

farklihga vyol acan varyantlar bazen hafif bazen cok belirgin farkliliklar ortaya



cikarmaktadir. Ozellikle belirgin olan fenotipik farklihklardan bazilarn genetik
hastaliklar seklinde karsimiza cikabilmektedir. insan genetigi alanindaki calismalarin
pek cogunda hastalik sebebi olabilecek bu varyantlar tizerine odaklaniimakta ve bu

varyantlar, patojenik varyant veya mutasyon olarak isimlendirilmektedir (13).

Patojenik varyantlar sonucu ortaya cikan genetik hastaliklar etkilenen gen
sayisina gore gruplanabilmektedir. Buna goére, tek bir gendeki mutasyonlar sonucu
ortaya cikan hastaliklar tek gen hastaliklari olarak isimlendiriimektedir (14).
Mendelyan kalitilan hastaliklarin neredeyse tamami bir tek gen hastaligi olarak ortaya
citkmaktadir. Etkilenen gen sayisina gore bir diger sinif ise, genomik lokasyon olarak
birbirine yakin birden fazla genin ayni anda etkilenmesi (mutasyona ugramasi) sonucu
ortaya cikan kromozomal hastaliklardir. Bu hastaliklarda bir kromozomun tamami
veya bir kismindaki degisiklik sonucu birden fazla genin etkilenmesi ile birden fazla
fenotipik 06zelligin bir arada bulundugu sendrom adini alan hastaliklar ortaya
¢ikmaktadir. Son olarak, genomik lokasyon olarak birbiri ile iliskisiz olabilen birden
fazla genin etkilenmesi ile ortaya cikabilen multifaktoriyel (kompleks) hastaliklar
bulunmaktadir (15). Bu tlr hastaliklarda her bir genetik varyantin hastalik riskine
katkisi bulunmakta, ¢cevresel etkenlerin de katkisi sonucu hastalik ortaya ¢itkmaktadir.
Toplumda gorece yaygin goriilen hipertansiyon, obezite ve yarik damak gibi

hastaliklar multifaktoriyel hastaliklara érnektir.

Hastalikla iliskili veya iliskisiz olan tiim genomik varyantlar, tek bir niikleotidin
etkilendigi nokta mutasyonlarindan tim bir kromozomu etkileyen mutasyonlara
kadar genis bir yelpazede karsimiza ¢cikmaktadir (16). Varyantlarin uzunluguna gore
yapilan bu siniflama bir varyantin hangi laboratuvar yontemi ile saptanabilecegi ile
yakin bir iliski icerisindedir. Buna gore, varyantlar tarihsel olarak fark edilme siralarina
gore buyuk o6lcekli, kiiglik olgekli ve orta 6lcekli varyantlar olarak siniflandiriimis ve

ilerleyen boliimlerde bu varyantlar daha detayli olarak incelenmistir.



2.1.3. Biiyiik Olgekteki Varyantlar

Down Sendromu’nun genetik sebebinin  Trizomi 21 oldugunun
saptanabilmesinin ardindan genetik yapidaki degisiklikler ile bazi hastaliklarin iligkili
olugunun anlasiimasiyla beraber 1960’li yillarin basindan itibaren hastaliklarin
sebebini arastirmak amaciyla incelenmeye baslayan genetik varyasyonlar, baslarda
sadece mikroskopla gobzlenebilen kromozomlarin incelenmesi ile sinirliydi (17).
Sitogenetik adi verilen bu inceleme yontemleri sayesinde kromozomlardaki sayisal ve

yapisal bazi degisiklikler kesfedilmeye baslanmisti (18).

Ancak, kromozom dizeyindeki gézlemler insan genomunda sadece >3 Mbp
uzunlugundaki degisiklikleri saptamaya elverigliydi. Bu sebeple, kromozomal
varyantlarin mikroskopla goézlenmesi mimkin oldugu igin bu grup varyantlar
mikroskobik varyantlar veya bliyik 6lgekli varyantlar olarak siniflandirilmaktadirlar
(19). Buyuk olgekteki varyasyonlar blyik kromozomal bolgelerde hasar meydana
getirdiklerinden birden fazla geni ilgilendiren hastaliklarla iliskilendirilmektedirler

(20).

insanlarda normal kromozom sayisi olan 46’dan farkli sayida kromozom
bulunmasi sayisal kromozom anomalilerini olusturmaktadir. Normalde her
kromozomdan 2 c¢ift bulunmasi dizomi olarak adlandirilirken; bir kromozomun kaybi
monozomi, bir kromozomun ekstra bir kopyasi olmasi durumu ise trizomi olarak
adlandiriimaktadir (21). En sik gorilen sayisal kromozomal anomalilerden olan
Trizomi 21 ise, Down Sendromu’na neden olmaktadir (22). Sayisal anomalilere ek
olarak kromozomlarin icerisinde de bazi degisiklikler meydana gelebilmektedir.
Yapisal kromozom anomalileri olarak adlandirilan bu degisikler; delesyon,
duplikasyon, inversiyon, insersiyon, translokasyon gibi degisikliklerdir. Yapisal
kromozom anomalilerinden kromozom analizi ile gorilebilenler genomik
lokasyonuna goére en kiiclik 3-10 Mbp biyikligiinde olabilirken daha kigiik olan
(submikroskobik) yapisal varyantlar da benzer isimler almaktadir (23). Bu

varyantlardan Boliim 2.1.5'te daha detayl olarak bahsedilmektedir.



2.1.4. Kiigiik Olgekteki Varyantlar

Molekdiler biyoloji alanindaki yenilikler sonucu, 1977 yilindan itibaren genetik
dizileme teknolojileri gelistirilmis ve insan genom projesi sirasinda bu teknolojilerin
kullaniminin yayginlasmasi ile nukleotit dizeyindeki kiiglik degisiklikler dikkat
cekmeye baslamistir (24). Kiguk oOlcekteki varyantlar, insan genomunda sayica en
fazla bulunan ve insan genetik cesitliligine blylk katki sunan varyantlardir. Bu
varyantlar arasinda tek nikleotit degisiklikleri (SNV, Single Nucleotide Variation)
cesitli tekrar dizilerindeki tekrar sayisi degisiklikleri (STR, Short Tandem Repeat, Kisa
Ardisik Tekrar) ya da VNTR, (Variable Number of Tandem Repeat, Degisken Sayida
Ardisik Tekrar), delesyon ve insersiyonlar (indel) gibi kisa degisiklikler bulunmaktadir.
Onceleri Sanger dizileme ydntemleri ile ortaya cikarilmalari sebebi ile kiiciik 6lcekteki
degisikliklerin Ust siniri bu yonteminin saptayabildigi yaklasik en uzun degisiklik olan
1000 bp (baz cifti, base pair) olarak kabul edilmekteydi (25). Buna karsin, glinim{izde
kicik olcekteki varyantlarin siklikla NGS ile saptanmasi sebebiyle NGS’de ulasilan
okuma uzunluklari ve veri analizinin getirdigi kisitlamalar géz 6niline alinarak son

yillarda kiiguk 6lcekteki varyantlarin st siniri 50 bp olarak kabul gérmektedir (26).

Kiglik Olcekteki varyantlar arasinda oOzellikle SNV’ler insan evrimi ve
hastaliklarinin patogenezi agisindan uzun yillardir arastirma konusu olmustur ve bu
arastirmalar sonucu SNV’lerin farkli insan populasyonlarinda gorilme sikliklari farkli
veri tabanlarinda kataloglanmistir (27, 28). Boylece kompleks hastaliklar ve etkin
genotipleme acisindan daha 6nemli kabul edilen popilasyonun en az %1’inde gortilen
gorece yaygin varyantlar olan tek nikleotit polimorfizmleri (SNP, Single Nucleotide
Polymorphism) ortaya konmustur. Bunun yaninda, Mendelyan kalitilan nadir tek gen
hastaliklarinin sebebi olabilecek nadir varyantlarin saptanmasi da daha kolay hale
gelmistir. SNV’ler tek bir bazi ilgilendiren degisikliklerdir. Belli bir genomik noktada
yer alan bir Adenin (A) nikleotidinin Sitozin (C) niikleotidine donlismesi SNV’lere
ornek teskil edebilir. Bu tiirden degisiklikler her zaman protein diizeyinde degisiklik
yapmazlar. Eger protein kodlayan bir bolgedeki SNV sonucu bir amino asit baska bir
amino aside donlismisse bu yanlis anlamh (missense) mutasyon; ancak protein

diizeyinde herhangi bir degisiklik olmamissa sinonim olarak adlandiriimaktadir.



Proteinde erken bir “dur” kodonu olusturan mutasyonlar ise anlamsiz (nonsense veya
stop-gain) mutasyon olarak bilinmektedir (29). Nonsense mutasyonda ortaya ¢ikan
prematiire stop kodonu nedeniyle kisa bir protein olusmaktadir. Daha nadir gortlen
beklenen “dur” kodonunun kaybolmasi (stop-loss) mutasyonu, protein sentezinin
durmasi gereken kodonun oOtesinde devam ederek proteine yeni amino asitler
eklenmesine sebep olmaktadir. Bir diger nadir mutasyon olan baslangi¢c kodonunun
kaybolmasi (start-loss) ise proteinin sentezinin baslayacagi kodonun kaybolarak ya hig
protein sentezlenememesi ya da baska bir pozisyonun baslangi¢ kodonu olarak

algilanmasi sonucu yanlis bir proteinin sentezi ile sonuglanmaktadir.

SNV disindaki kiguk 6lgekli varyantlar, genomda bir ya da birkag bazi kapsayan
delesyonlar, duplikasyonlar, insersiyonlarin meydana gelebildigi varyantlardir.
Delesyonlar bir ya da birden fazla niikleotidin DNA dizisinden silindigi; insersiyonlar
ise diziye yeni bazlarin eklendigi mutasyonlardir. Duplikasyonlar ise dizi iginde yer
alan nikleotit serisinin kendini bir kez daha kopya etmesi sonucu olusan mutasyonlar
olup art arda ya da mesafeli olarak konumlanabilmektedirler. Bu varyantlar protein
kodlayan bolge igerisinde bulundugunda bazi amino asitlerin eklenmesine veya
silinmesine neden olabilecegi gibi, ortaya ¢iktigl noktadan sonra tim amino asit
dizilimini bozan g¢ergeve kaymasi olarak nitelendirilen ciddi etkilere sebep
olabilmektedirler (Sekil 2.1) (21).

Tek Baz Degisimi
TG CTT CTG TAC

Normal . .
Insersiyon (A)

TG CTT CTC TAC TG CTT ACT CTA C..

Delesyon (T)
T CT_C TCT AC..

Duplikasyon (CT)
TG CTCTTC TCT AC..

Sekil 2.1. Kiglk oOlgekli varyant tipleri.

Solda referans niikleotit dizisi, sagda ise sirasiyla tek baz degisimi,
delesyon ve duplikasyon degisiklikleri goriilmektedir. Her bir varyant
kirmizi ile isaretlenmistir. Delesyon, duplikasyon ve insersiyon
varyantlarinin Ggli kodon okumalarini kaydirarak cerceve kaymasina
sebep olduguna dikkat ediniz.



2.1.5. Orta Olgekteki Varyantlar

Blyuk ve kuglk olgekteki varyantlarin saptanmasina yonelik yontemler
genetik alaninda uzun yillardir kullanilmaktayken bu varyantlarin disinda kalan ve 50
bp ile 3 Mbp arasindaki uzunluktaki varyantlarin tespitine yonelik teknolojik
gelismeler son 20 yilda hiz kazanmistir. Bu hizlanma siirecinde, orta olcekteki
varyantlarin genom boyu saptanmasinda kullanilan mikrodizin teknolojisinin yaygin
kullanimi 6nemli bir yer tutmaktadir. Yapisal varyantlar olarak da adlandirilan bu
varyantlar, SNV’ler kadar cok sayida olmasalar da genomda kapladiklari alanlar
buyaktur. Saglikh bir popllasyonda insan genomunun %4,8 ile %9,5 arasinda bir
bolliminiin yapisal varyantlarla iliskili oldugu gosterilmistir (30). Bu nedenle, yapisal
varyantlar bireyler arasi genomik varyasyona onemli katki sunmaktadir. Bunun
yaninda, yapisal varyantlarin gerek tek gen hastaliklari gerek kromozomal hastaliklar
gerekse de kompleks hastaliklarla iliskisi ortaya konmustur (31-33). DiGeorge
Sendromu gibi bazi mikrodelesyon sendromlari, yapisal varyantlarla iligkili konjenital

genetik hastaliklar arasinda 6nemli bir yer tutmaktadir (34).

Yapisal varyantlar arasinda delesyonlar, duplikasyonlar, inversiyonlar,
insersiyonlar ve translokasyonlar yer almaktadir. Ayrica, daha nadir olarak bu
varyantlardan birkaginin bir arada bulundugu kompleks dlzenlenmeler de
mevcuttur. Blyuk oOlgekteki varyantlar ile yliksek benzerlik gésteren bu varyantlari
kromozomal yapisal varyantlardan ayirt etmek igin genellikle submikroskobik veya
mikro- eki kullaniimaktadir. Ornegin “delesyon” ifadesi genellikle sitogenetik diizeyde
saptanabilecek bir degisikligi ifade ederken, “submikroskobik delesyon” veya
“mikrodelesyon” ifadeleri orta olcekteki yapisal varyantlari isaret etmektedir (35).

Fakli yapisal varyantlarin ifade ettikleri genetik degisiklikler Sekil 2.2’de sunulmustur.
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A. inversiyon

B. Translokasyon

N 1 Ki K " |
ormal Kromozom Kopyasi / -
———

D. Duplikasyon

F. Kompleks

E. insersiyon

Sekil 2.2. Yapisal varyantlar.

Solda bir kromozoma ait normal durum temsil edilmekte, sagda ise
yapisal varyantlar belirtiimektedir. A) inversiyon, bir genomik bélgenin
ters donmesi B) Translokasyon, bir genomik bdlgenin bagka bir
kromozoma gegcmesi C) Delesyon, bir genomik bdélgenin silinmesi D)
Duplikasyon, bir genomik bélgenin kendini hemen yanindaki genomik
bolgeye kopyalamasi olmasi E) insersiyon, kromozoma yeni bir dizinin
girmesi F) Bir genomik bolgede birden fazla yapisal varyant (inversiyon
ve duplikasyon) bulunmasiyla sonuglanan kompleks degisiklik.

2.2. Yapisal Varyantlar

Orta 6lcekteki genomik degisiklikler olarak da ifade edilen yapisal varyantlar,
insanlarda bir genomik bolge igin beklenen sayida alelin bulunmasi veya
bulunmamasina gore sirasiyla kopya sayisi degisiklikleri veya kopya nétral

degisiklikler olmak (izere iki gruba ayrilmaktadir.

2.2.1. Kopya Sayisi Degisiklikleri

insan genomunda >50 bp olan her genomik bélge icin beklenen kopya sayisina
kiyasla kopya sayisinda kazang ve kayip seklinde ortaya c¢ikan varyasyonlara CNV
denilmektedir. Cinsiyet kromozomlari icin erkeklerde farklilik gosterse de tim
otozomlar ve PAR’lar icin beklenen kopya sayisi 2’dir. Kopya sayisi kazang olaylari
duplikasyon, kayiplari ise delesyon adiyla da anilmaktadir. Bir genomik bélgenin bir

hiicre icerisindeki kopya sayisi tamsayi seklindedir. Buna gore, otozomlarda yer alan
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bir genin bir kopyasinin delesyonuyla o gen icin kopya sayisinda kayip,

duplikasyonuyla ise o gen icin kopya sayisinda kazang s6z konusu olmaktadir (Sekil

2.3).
Delesyon Duplikasyon
— — — —
________ B 5
A 7 ...
B .,
c ’

Sekil 2.3. Kopya sayisi degisiklikleri.

Solda bir kromozom kopyasindaki ABC genlerini iceren genomik
bolgenin silinmesiyle kopya sayisinin 1 oldugu gorilmektedir. Sagda
ise D genini iceren genomik bolgenin duplike olmasiyla kopya sayisi 3
olmaktadir. Bu durumda, ABC geni icin kayip (delesyon) so6z
konusuyken D geni icin kazang (duplikasyon) vardir.

Kalitsal ya da edinsel olabilen CNV’ler her zaman bir fenotipik sonug ile
iliskilendirilmeyecegi gibi bir kismi da tibbi acidan takip ya da miidahale gerektirecek
kadar 6nemli fenotipik etkilere yol acabilmektedir. CNV’lerin sebep olabildigi bazi
hastaliklar arasinda DiGeorge Sendromu ve Williams-Beuren Sendromu gibi
mikrodelesyon sendromlari ile bircok kompleks noro-gelisimsel hastalik yer
almaktadir. Bu kalitsal hastaliklarin yani sira birgok ¢alismada kanser iliskili genlerin

kalitsal veya edinsel CNV’lerin icinde veya yakininda bulundugu gosterilmistir (36).

CNV’ler, bir ekzon bolgesini etkileyecek kadar kiiglik veya onlarca geni
etkileyecek kadar blylk genomik bolgeleri icerebilirler. Bu genomik olaylarin
fenotipik etkileri kapsadiklari bolgedeki gen ve diger genomik elemanlar, bunlarin
islev kaybina veya islev kazancina duyarliliklari, ilgili alel Gzerindeki mutasyonun

hastalikla iliskisi gibi faktorlerden etkilenmektedir (37). CNV’ler sonucu ortaya
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cikabilecek  fenotipik  ozellikler  Sekil 2.4’te  sunulan  mekanizmalarla
aciklanabilmektedir.
Alel A |
A) Dozaj duyarh genlerin delesyonu Melw mEEEEE oo
(Ustte) veya duplikasyonuyla (alt) kopya | aera S——
sayisinin etkilenmesi Alel B — E——
Alel A |
B) Birden fazla genin silinmesi Aol - — — — — — — — — — — — —
Alel A |
C) Genin dizisinin kesilmesi Alel B S —
Alel A I
D) Gen flizyonu Alel B - - -
Alel A |
E) Genin regllator boélgesinin silinmesi Alel B - — T—
F) Resesif hastalikla iligkili ~ bir | AlelA *
mutasyonun tek aktif alel olarak kalmasi | Alels  F——— - - - - -

Sekil 2.4. CNV’lerin fenotipik etkileri.

Yapisal varyantlarin hastaliklar ile iliskili olabilecek gesitli fonksiyonel
sonuclari belirtilmistir. Solda yapisal varyantin sebep oldugu durum
tarif edilirken sagda ise genom Uzerindeki etkisi sekilsel olarak
actklanmigtir. A-E basliklarinda gosterilen olaylar bir genomik bélgenin
tek alelinde ortaya cikan yapisal varyantlari gosterirken F basliginda
tek aleldeki yapisal varyantin karsi aleldeki kisa varyant ile beraber
etkisine bir 6rnek gosterilmektedir.

2.2.2. Kopya Notral Degisiklikler

Kopya notral degisiklikler, kopya sayisinin 2 olarak korundugu vyapisal

varyantlardir. Bu varyantlarin ortak o0zelligi kromozomlar Uzerindeki genomik

bolgelerin sadece siralamasinda bir degisiklige sebep olmalaridir. Translokasyon,

inversiyon ve insersiyon gibi varyantlar herhangi bir genomik kayip veya kazanc ile

iliskili olmadiklarindan kopya noétral degisiklikler olarak siniflandirilmaktadirlar (Sekil

2.2).
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Kopya notral degisiklikler, cogunlukla sessiz degisiklikler olsa da kopya notral
degisiklikler sonucu ortaya c¢ikan insan hastaliklari bulunmaktadir (38). Bu
degisiklikler, fenotip Uzerindeki etkilerini CNV’lerden farkli olarak dozaj etkisi ile
gostermezler. Ayrica, kopya noétral degisiklikleri genom boyu saptayabilen yontemler
oldukga kisith olduklari igin bu varyantlarin etkisi ile ilgili bilgiler de sinirli olmaktadir

(39).

2.2.3. Kopya Sayisi Degisikliklerinin Olusum Mekanizmalari

Gerek mayoz sirasindaki rekombinasyon hatalari gerekse replikasyon veya
replikasyon disi DNA tamiri sonucu ortaya cikan hatalar CNV’lere sebep
olabilmektedir. CNV’lerin ¢ogunlugu, aralarinda >%95 sekans benzerligi olan ve >1
kbp uzunluktaki segmental duplikasyon ya da LCR (Low Copy Repeat, diislik kopyal
tekrar) olarak adlandirilan bolgelerle iligkilidir (40). LCR bolgeleri ile iligkili bu CNV’ler
NAHR mekanizmasi sonucu ortaya c¢ikarken, LCR’lerden bagimsiz ve genelde DNA

tamiri ile iliskili farkli mekanizmalar da CNV olusumu ile sonuglanabilmektedir (41).

2.2.3.1. Alelik Olmayan Homolog Rekombinasyon (NAHR)

Aleller, homolog iki kromozomun ayni lokusunda yerlesen ve ayni karakteri
temsil eden genomik bolgelerdir. Homolog rekombinasyon (HR), ayni lokustaki bu iki
alel arasinda gerceklesir ve bu islem sonucunda aleller birbirleri arasinda belirli bir
bolgeyi degistirirler (Sekil 2.5). HR, mayoz sirasinda kros-over veya mitoz sirasinda
DNA tamirinde gergeklesebilmekte, ayrica ¢ift zincir DNA kiriklarinin tamiri igin
kullanilan neredeyse hatasiz bir mekanizma olarak bilinmektedir. Alelik Olmayan
Homolog Rekombinasyon (NAHR, Non-Allelic Homologous Recombination) ise,
rekombinasyonun alelik HR’de oldugu gibi ayni lokustaki aleller arasinda olmasi
yerine ayni ya da farkl kromozomlar (izerindeki LCR bdlgeleri arasinda gergeklestigi
bir HR cesidini ifade etmekte ve farkh yapisal varyantlar ile sonuclanabilmektedir

(42).

NAHR sonucu vyapisal varyantlar; segmental duplikasyonlar arasi dizi
benzerligi, konumlari ve oryantasyonlarina bagh olarak farkli sekillerde ortaya

cikabilmektedir. Ornegin, ayni oryantasyondaki ve ayni homolog kromozomlardaki iki
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LCR arasi NAHR gergeklesirse bir homolog kromozomda delesyon digerinde ise
duplikasyon ortaya c¢ikmaktadir (Sekil 2.5). Bir diger senaryoda, eger iki LCR zit
oryantasyondaysa, rekombinasyon sonucu inversiyonu da iceren bir yapisal varyant

gorilmektedir (43).

NAHR Mekanizmasi
Duplikasyon
::: —
b e
Delesyon

m==) | CR/Segmental duplikasyon
gl p Y

Gen

Sekil 2.5. NAHR mekanizmasi.

Mavi ve kirmizi oklar ayni yonli yuksek dizi homolojisi gosteren
segmental duplikasyonlari temsil etmektedir. Siyah renkli kesikli
capraz cizgiler ise iki LCR arasi gerceklesen homolog rekombinasyonu
gostermektedir. Bu olay, LCR’larin yoni ve rekombinasyonun
gerceklestigi genomik bolge itibariyle bir aleldeki genin duplikasyonu
ve diger aleldekinin ise delesyonuna sebep olmaktadir.

NAHR mekanizmasi, baslangig ve bitisleri ayni olan ve farkli bireylerde de novo
mutasyon olarak ortaya ¢ikabilen rekirren CNV’lerin baslica sebebi olarak
gorilmektedir (43). Bu duruma en iyi orneklerden biri olarak PMP22 gen bolgesinde
gorilen reklirren CNV sonucu ortaya c¢ikan Charcot-Marie-Tooth hastalig
gosterilmektedir (44). Buna gore, bu hastaliktan sorumlu CNV’ler diger CNV’lerden
ayirt edici olarak her zaman ayni genomik bélgede yaklasik 3,4 Mbp uzunlugunda ve
benzer bolgelerden baslayip benzer bolgelerde bitmektedirler. Rekiirren CNV'ler,
tim PMP22 iliskili Charcot-Marie-Tooth hastaligina sahip bireylerdeki delesyonlarin

%99’unu olusturmaktadir (45).

2.2.3.2. Homolog Olmayan Ug Birlestirme (NHEJ, Non-Homologous End
Joining) ve Alternatif Ug Birlestirme (Alt-EJ)

Cift zincir DNA kiriklarinin HR’den baska bir tamir mekanizmasi da hataya daha

acik olan ve genomda “molekiiler yara” birakan mekanizmalardir. Bu mekanizmalar
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arasinda Homolog Olmayan Ug Birlestirme (NHEJ, Non-Homologous End Joining) ve
Alternatif Ug Birlestirme (Alt-EJ, Alternative End Joining) on plana ¢ikmaktadir. Her iki

mekanizma da daha ¢ok rekiirren olmayan CNV’ler ile iliskilidir (46).

NHEJ de bir gift zincir DNA kirigi, kirik uglar arasi képri olusturularak tamir
edilmekte ve birlesme noktasinda kiiglik delesyon ve insersiyonlar ile gesitli yapisal
varyantlar olusabilmektedir. NHEJ, homoloji ya da LCR gereksinimi duymasa da tekrar

dizilerinin oldugu yerlerde daha sik meydana gelmektedir (47).

Cift zincir DNA kiriklarinda ug birlestirmenin bir diger yolagi da NHEJ ile
benzerlik gosteren Alt-EJ’dir. Bu mekanizmanin NHEJ)'den farki, birlestirilecek
genomik bolgelerin uglarinda yer alan en az 3 bp uzunlugundaki mikrohomoloji adi
verilen kiglk dizi benzerliklerinin DNA tamir proteinlerince taninmasidir. NHEJ ve Alt-

EJ mekanizmalari Sekil 2.6’da gosterilmektedir.

—* [nlkleotidler)

l Kurulan baglanti
— Alt-EJ

3

NHEJ l Biyik delesyon

Kiigiik delesyon

veya

Kiiglk insersiyon

Sekil 2.6. NHEJ Mekanizmasi.

Cift zincirli DNA kinginin ardindan devreye giren NHEJ mekanizmasi
sonucunda ortaya ¢ikan olasi sonuglar gosterilmektedir. NHEJ ile kirik
uclar nikleotit koprustyle birlestirildiginde kiglk delesyon veya
insersiyon meydana gelebilmektedir. Alt-EJ ile ise mikrohomoloji veya
daha biyik homolojilerin tamir mekanizmasinda goérev almasindan
dolayi daha buyik delesyonlarla (>1 kbp) karsilasiimaktadir (48).

2.2.3.3. DNA Replikasyonu Sirasindaki DNA Hasarinin Tamir Mekanizmalari

FoSTeS (Fork Stalling and Template Switch, Catalin Duraksamasiyla Kalip

Degistirme) veya MMBIR (Microhomology-Mediated Breake-Induced Replication,
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Mikrohomoloji-Aracili  Kirikla  indiiklenen  Replikasyon) mekanizmalari DNA
replikasyonu sirasinda olusan hatalara karsi replikasyonu devam ettirme amacgh tamir

mekanizmalaridir (49).

Normal sartlar altinda, hiicrede DNA replikasyonu 6ncesinde DNA’da hasar
tespit edildiginde hiicrenin replikasyona girmesi hiicre donglisinii kontrol eden
proteinler tarafindan engellenmektedir (50). Ancak eger DNA replikasyonu sirasinda
bir hata ile karsilasilirsa replikasyon catali durdurulmakta, kiriktan kurtulmak adina
yeni sentezlenmekte olan DNA ipliginin 3’ ucu farkli bir DNA kalibina atlayarak
replikasyonun devam etmesi saglanmaktadir. Atlama islemi yakin bdlgede bir
mikrohomoloji dizisinin varligini gerektirmekte ve yeni sentezlenen dizinin
stabilitesini artirmak igin birka¢ kez tekrarlanabilmektedir (Sekil 2.7). Bu sekilde
gerceklesen atlama islemi FoSTeS olarak adlandiriilmakta ve DNA replikasyonunun

devam etmesini mimkun kilmaktadir.

FoSTeS

v Mikrohomoloji
A4

Delesyon

Sekil 2.7. FoSTeS mekanizmasi.

Sekilde ici bos ve dolu asagi bakan lg¢genler mikrohomoloji barindiran
2-5 bp uzunlugundaki dizileri isaret etmektedir. Sekilde verilen
ornekte, DNA’nin mavi ile isaretli bolgesinde replikasyon gatali bir hata
ile karsilastigl zaman duran replikasyonu devam ettirebilmek amaciyla
mikrohomoloji gosteren bolgelerden DNA replikasyonuna devam
etmektedir. Bu sebeple maviden kirmizi bolgeye ve kirmizidan yesil
bolgeye olmak lizere iki kez kalip DNA zinciri degistiriimekte ve sonucta
kirmizi, mavi ve yesil kutucuklardan bazi kisimlarin silindigi kompleks
bir delesyon gozlenmektedir. Bu sekil CC BY 2.0 lisansi altinda acik
erisimde paylasilan bir makaleden tiiretilmistir (51).
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FoSTeS’in vyarattigi o6nemli bir sorun mikrohomoloji tutturulan vyerin
replikasyon c¢atalinin normalde devam etmesi gereken dizinin 6niinde ya da
sonrasinda yer almasi ve buna bagli olarak delesyon veya duplikasyonlarin meydana

gelmesidir (52).

Sonraki yillarda mikrohomoloji kontroliinde olan bu mekanizmanin DNA
kiriklari sonucu aktive olan bir tiirine MMBIR da denmistir. MMBIR’da replikasyon
sirasinda kalip zincirde karsilagilan bir DNA tek zincir kirigi sonucu mikrohomoloji
iceren bolgelere sigramalar olur ve FoSTeS'tekine benzer sekilde bu sorun farkh
dizilerin sentezi ile asilir (50). MMBIR mekanizmasinda, duraksamis replikasyon
¢atalinin agikta kalan 3’ ucunun herhangi bir tek zincirli DNA kalibina, ve hatta sag
tokasi (hairpin) gibi ikincil DNA yapilarina atlayabildigi gosterilmistir (53). Replikasyon
catalindaki kalip DNA’y1 degistiren MMBIR olayinda genellikle kalip zincirin birden
fazla kere degistirmesi ve mikrohomolojinin rastgele bir yerde olabilmesi sebebiyle
bu mekanizma sonucu c¢ogunlukla kompleks genomik degisikliklerin olustugu

distnilmektedir (52).

2.2.3.4. L1 Retrotranspozisyonu

L1 elemanlari insan genomunda sinif 1 (LINE, Long Interspersed Nuclear
Elements, Uzun Serpistirilmis Niikleer Elemanlar) transpozonlar olarak bilinen, bir
noktadan bir noktaya ‘sigrayici’ elemanlardandir (54). Bu elemanlarin genomun
yaklasik  %17’sini olusturdugu bilinmektedir; fakat c¢ogu aktif degildir. L1
retrotranspozisyonu mekanizmasiyla, kompleks yapisal degisiklikler ve CNV’ler
olusabilmektedir. L1 retrotranspozisyonunun nasil galistigi tam anlamiyla netlik
kazanmamakla birlikte, temel sebebinin L1’lerin dizisinde yer alan ORF1 ve ORF2
kaynakh oldugu bilinmektedir (53). ORF1’in RNA baglayici protein kodlayabilme,
ORF2’nin ise endontikleaz ve ters transkriptaz aktiviteleri bulunmaktadir. Basit olarak,
bir L1 elemani zipladigi baska bir diziye kodladigi endoniikleaz ve ters transkriptaz

aktivitesi sayesinde yerlesmekte ve kendi kopyasini sentezlemektedir (Sekil 2.8) (55).
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Sekil 2.8. L1 retrotranspozisyon mekanizmasi.

Bir L1 elemani transkripsiyon ve translasyonunun ardindan L1
tarafindan kodlanan proteinlerin endoniikleaz ve ters transkriptaz
aktiviteleriyle L1 mRNA’lari kendilerini genomdaki baska bir lokusa
kopyalayabilmektedirler. Bu sekil CCBY 4.0 lisansi altinda agik erisimde
paylasiimis bir makaleden tiretilmistir (55).

2.2.4. CNV Saptama Yontemleri
2.2.4.1. Florasan in Situ Hibridizasyon (FISH)

FISH yontemi, insan genomundaki ilk uygulamalarini igeren 1982 vyilini
takiben, 1990’h yillarin sonlarinda hem rutin tani hem de arastirma alanlarinda
kullanimi yayginlasarak sitogenetigin altin standartlarindan kabul edilen bir yontem
haline gelmistir (56). DNA hibridizasyonuna dayanan FISH, prensip olarak yapisal
varyantlarin tespitinde, florasan isaretli problarin genomda bilinen spesifik hedef
bolgelere baglanmasi ve bu problarin florasan mikroskop yardimiyla

gozlemlenmesine dayanmaktadir (55).

Tani acisindan, onemli olan genomik bolgeler ya da spesifik genler igin
tasarlanan problar, hedef bolgeye hibridize oldugunda florasan olarak o bolgenin

isaretlenmesini saglar. Herhangi bir orta olgekli mutasyon durumunda bdlge
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taninamaz ve isima alinamaz ise baglanma gergeklesemeyecegi igin eksik sinyal; ayni
genomik bolgenin genomda ekstra kopyalari bulunuyorsa fazla sinyaller elde edilebilir
ve boylece 2 kopya beklenen bolgelerin farkhliklari florasan mikroskop ile gorilebilir
(57). Bu yontem kullanilarak genomda kromozom analizi ile saptanamayacak
kiiciklikteki delesyon ve duplikasyonlar hiicre metafaz veya interfaz
asamasindayken saptanabilmektedir (Sekil 2.9). Buna karsin FISH ydnteminin
¢Ozlinlrltgl 100-200 kbp’den blylk CNV’lerin saptanmasina olanak tanimaktadir
(58). FISH ile tek tek her hicrenin ya da hiicre gekirdegi icindeki kromozomlarin
fotograflanabiliyor olmasi ve ayni zamanda genomik bolgelerin sayisal bilgisinin elde
edilebiliyor olmasi bu yontemi glinimiizde halen daha bazi durumlarda tercih

edilebilir bir yontem kilmaktadir.

1 kopya 2 kopya 3 kopya

Sekil 2.9. FISH yontemi ile CNV’lerin saptanmasi.

FISH yontemi ile interfaz asamasindaki hiicre gekirdekleri (mavi)
icerisinde hedeflenen kromozomal bolgeye yonelik sinyaller (yesil)
gorulmektedir. Soldan saga 3 goriintl incelendiginde, sinyal sayilarina
gore sirasiyla isaretlenen genomik bolgenin monozomik (tek kopya),
dizomik (2 kopya) ve trizomik (3 kopya) olduguna dikkat ediniz.

2.2.4.2. Mikrodizin ile Karsilastirmali Genomik Hibridizasyon (array
Comperative Genomic Hybridization, aCGH)

aCGH yontemi, FISH yontemi gibi hibridizasyon temelli bir yontem olup
mikrodizin (microarray) teknolojisi ile imal edilmis zeminler Uzerinde pek c¢ok
hibridizasyon isleminin paralel olarak ve ayni anda yapilmasi ilkesi ile calismaktadir.
Ozellikle kopya sayisi degisikliklerinin tespitine ydnelik olarak kullanilan bu yéntem,

2000’li yillarda CNV’lerin aydinlatilmasina ¢ok buyik katki saglamistir (5). Adindan da
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anlasilabilecegi Uzere, bir referans DNA ile hedef DNA’nin hibridizasyon agisindan

karsilastirilmasi kullanilarak CNV’lerin arastirildigi bir yontemdir.

aCGH yonteminde referans ve hedef DNA’nin sirasiyla Cy5 (kirmizi) ve Cy3
(yesil) gibi farkh florasan boyalarla isaretlenmesinin ardindan BAC (Yapay Bakteri
Kromozomu, Bacterial Artificial Chromosome) veya oligonikleotit
problara”yarismali” bir hibridizasyon ile baglanmasi saglanmaktadir (59). Florasan
isaretler sayesinde sinyal siddetlerinin orani LRR (logaritmik R orani, Logarithmic R
Ratio) veya log> orani olarak hesaplanmakta ve bu sayisal veriye dayanarak CNV’ler
delesyon veya duplikasyonlar seklinde belirlenebilmektedir. LRR, bir genomik
pozisyon icin elde edilen sinyal siddetinin, beklenen ve 2 kopyaya esit olan sinyal
siddetine oraninin log> degerini ifade etmektedir (60). Buna gore, bu oranin karsilgi
kopya sayisinin 2’ye esit oldugu durumlar icin her zaman 0 olmaktadir. Bu nokta
referans alinarak 0’in Ustiinde gozlenen degerler kopya sayisindaki goreceli artisa
(duplikasyon) isaret ederken, 0'in altidaki degerler kopya sayisindaki azalislara yani

delesyonlara isaret etmektedir (Sekil 2.10) (61).

Cozundrlagu, tasarlanan prob sayisina ve problarin genomda karsilik geldigi
lokuslarin dagilimina gore degisiklik gosteriyor olsa da aCGH yontemi oligoniikleotit
problar ve ekstra problar kullanildiginda ~50 kbp’a kadar tespit yapilabilmektedir
(62). Bu yontem genom boyu analize imkan saglasa da alel spesifik sinyal siddetini
saptayamadigi icin bir genotip bilgisi olusturamamaktadir. Bu nedenle, gliniimiizde
yerini ¢ogunlukla SNP mikrodizinlere birakmis olsa da daha basit protokoli,

validasyon kolayligi ve CNV spesifik olmasi agisindan tercih sebebi olmaktadir.
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Sekil 2.10. aCGH yontemi.

Yesil florasanla isaretlenen test 6rnegi ve kirmizi florasanla isaretlenen
referans DNA oOrneginin birlikte hibridizasyonunun ardindan yapilan
analize goére kromozom boyu log> sinyal oranlari (LRR) referansa
kiyasla fazla gelen genomik bolgeler kopya sayisi kazanglarini, disik
gelen genomik bolgeler ise kopya sayisi kayiplarini géstermektedir. Bu
resim CC (Creative Commons) BY 4.0 lisansi altinda uretilen agik erigimli
bir makaleden tiretilmistir (63).

2.2.4.3. SNP Mikrodizin

CNV’lerin saptanmasinda gliniimUizde en sik kullanilan yontemlerden biri olan
SNP mikrodizin yontemi, hedef SNP pozisyonlarina yonelik tasarlanan yiiz binlerce
DNA probu kullanilarak genom boyu analiz yapilmasini saglamaktadir. Prob
hibridizasyonuna dayanan bu yontem, aCGH yénteminin aksine 6érnek DNA’nin bir
referans DNA ile karsilastirilmasina gerek duymamaktadir. Temel galisma ilkesi,
mikodizin ¢ipi olarak adlandirilan bir cam ya da polimer ylizey Uzerinde her bir
noktada spesifik DNA prob dizilerinin bulundugu ve bu noktalara florasan boyayla
etiketlenmis olan 6rnek DNA’nin hibridize olmasi saglanarak florasan isaretlerden

alinan sinyallerin goriintilenip islenmesidir (64).

Rutin tani ve arastirmada yaklasik 20 yildir kullaniimasiyla gliven kazanmis
olan SNP mikrodizin yontemi, aCGH teknolojisine bir yenilik olarak alel spesifik veriler
de olusturabilmekte ve kopya sayisi bilgisinin yaninda genotip bilgisinin de

edinilmesine imkan vermektedir (65). Genotip bilgisi, aCGH analizlerinde bulunmayan
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ve SNP mikrodizin analizlerinde B alel frekansi (BAF) olarak bilinen bir veri ile ortaya
konmaktadir (Sekil 2.11). BAF degeri, bir genomik pozisyon icin B aleli olarak
adlandirilan bir alelin tim aleller (A+B) icindeki oranini ifade etmektedir. Burada B
aleli varyant aleli, A aleli ise referansi temsil etmektedir. BAF degeri, 2007 yilinda
PennCNV algoritmasi olarak agiklanan bir metoda dayanmaktadir (66). BAF degeri,
ayni lokusa denk gelen farkli SNP’ler arasindaki sinyal siddeti oranina karsilik gelen 6
(teta) degeri baz alinarak hesaplanmaktadir. © degeri, her bir genomik lokus igin
hesaplanip daha 6nceden o lokus igin bilinen 3 genotipe ait Baa Bas ve Ogs degerleri
ile kiyaslanarak o lokus i¢in genotip tayin edilmektedir. 8 degerinden kdken alan BAF
degeri ise, 0 ile 1 arasindaki tim degerleri alabilmekte olup bu deger B alelinin tim
aleller icindeki oranini géstermektedir. Genotip dagilimlarinin normalize edilmesiyle
nihai BAF degerleri elde edilmektedir (67). Bu algoritmaya gore, 6rnegin eger B aleli
icin sinyal siddeti 0’a yakinken A aleli i¢in ylksek bir degere sahipse B alelinin bulunma
durumu 6 degeri 0’a yakindir ve B aleli orani ¢cok diisliktiir. Bu nedenle, BAF degeri de
0’a yakin olacaktir. B aleli icin alinan sinyal siddeti ylksekken A aleli i¢cin alinan siddet
duslikse B degeri 1’e yaklasmakta ve bu nedenle hesaplanan BAF degeri de 1’e yakin
olmaktadir. Her iki alele ait sinyal siddetlerinin birbirine yakin oldugu durumda ise
BAF 0,5 degerine yakin olacaktir. Farkli delesyon ve duplikasyon durumlarinda
olusabilecek genotiplerin beklenen kopya sayilari ve BAF degerleri Tablo 2.1'de

detaylandiriimistir.

LRR degerleri ise, R (SNP total sinyal orani) degerinden yapilan hesaplamalarla
Hidden Markov Model kullanilarak hesaplanmaktadir (68). R degeri temel olarak ayni
lokusa ait farkli alellerin sinyal siddetlerinin toplami seklinde hesaplanmakta (Sekil
2.12) ve log, orani (LRR) aCGH’de oldugu gibi temelde Rgszlenen/Rbekienen $€Klinde ortaya
konmaktadir (69).
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Sekil 2.11. Bir kromozom boyunca Affymetrix SNP mikrodizin verisine ait LRR ve
BAF grafikleri.

Mikrodizin verisine gore saglikh bir bireyde otozomlarda bulunmasi
beklenen normal kopya sayisi olan 2 igin kapya sayisini isaret eden LRR
degerleri her genomik lokusta O civarinda seyretmektedir. Genotip
bilgisini gdsteren BAF degerleri igin ise saglkli bir bireyde 3 farkli
genotipe sahip lokuslarin kromozom boyunca rastgele dagilimasi
durumunda BAF degerleri 0 (AA, homozigot), 0,5 (AB, heterozigot) ve
1 (BB, homozigot) civarinda dagihm gostermektedir.

Test Ornegi Rve 0

206486460117_ROBCO1 [1] R vs 206486460117_ROGCO1 [1] Theta

> §
+ £
x
n s
o g |
= I c;gsuwsm 17_ROSCO1[1] TI-:;:“ I =
0 (Alelik Sinyal Siddeti)
Sekil 2.12. [llumina mikrodizin verisinde R ve 6 degerleri.

Grafigin x ekseninde 6 degerleri, y eksenindeyse R degerleri yer
almaktadir. Beklenen 0 degerlerine gore 6rnek 8 degerleri AA, AB ve
BB olmak (lizere gruplandiriimistir. Henliz normalize edilmemis bu
degerler nihai BAF degerlerini olusturmak icin kullanilacaklardir. R
degerleriise ornek icin hesaplanan SNP sinyal siddetlerinin toplamidir.
R degerleri de daha sonra c¢esitli algoritmalardan gecirilerek mikrodizin
platformlari  tarafindan normalize edilen LRR degerlerine
dondstarilmektedirler.
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Tablo 2.1. Farkli CNV senaryolarina gore beklenen genotip, kopya sayisi ve BAF
degerleri.

CNV Genotip | Beklenen kopya sayisi (A+B) | Beklenen BAF degeri
Homozigot AAAA 4 0
duplikasyon AAAB 4 0.25

AABB 4 0.5
ABBB 4 0.75
BBBB 4 1
Heterozigot AAA 3 0
duplikasyon AAB 3 0.33
ABB 3 0.67
BBB 3 1
Diploid AA 2 0
(normal) AB 2 0.5
BB 2 1
Hemizigot A 1 0
delesyon B 1 1
Homozigot - 0 -
delesyon

GUnumizde SNP mikrodizin yontemini igin en sik kullanilan gipler iki Uretici

tarafindan ticari olarak tedarik edilmektedir: Affymetrix (ThermoFisher) ve lllumina.

Bu iki firma temelde ayni metodolojiyi kullansa da farkli amaglara yonelik farkli

mikrodizin ¢ipleri sunmaktadirlar (70). Her iki mikrodizin Ureticisine ait farkli CNV

mikrodizin giplerine ait ornekler Tablo 2.2’de gosterilmistir. Farkli mikrodizinlerin

sundugu ¢ozlinlrlik ise tasarlanan problarin genomik dagilimina ve prob sayisina

gore degisiklik gostermektedir.

Tablo 2.2. Affymetrix ve lllumina mikrodizin ureticilerine ait farkli SNP mikrodizin
ciplerinin ozellikleri.

Affymetrix Mikrodizinleri CN Prob Sayisi SNP Prob Sayisi
Genome wide Human SNP Array 6.0 946,000 906,600
CytoScan HD Array 2,696,550 743,304
CytoScan 750K Array 750,436 200,436
CytoScan Optima Array 18,018 148,450
lllumina Mikrodizinleri CN Prob Sayisi SNP Prob Sayisi
HumanCytoSNP-12 v2.1 BeadChip 11,459 289,773
Infinium CytoSNP-850K v1.2 BeadChip - 844,855
Illumina Human660W-Quad v1 ~100,000 550,000
Illumina Human1M-Duo ~60,000 1,100,000
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2.2.4.4. Multipleks Ligasyon Bagimli Prob Amplifikasyonu (MLPA, Multiplex
Ligation Dependent Probe Amplification)

MLPA yontemi, CNV tespiti icin genom boyu olmayan ancak 20 civarinda
kiiglk lokus igcin kopya sayisinin ayni anda tespit edilebildigi bir yontemdir. Bu
yontem, bolge spesifik yari-problarin ligasyon ile tam prob haline getirildikten sonra
polimeraz zincir reaksiyonu ile amplifikasyonu ve olusan (Urlnlerin kapiller
elektroforez ile incelenmesi esasina dayanmaktadir. MLPA ile test edilen bir 6rnekte
PCR sonucu olusan drinlerin kontrol orneklerinde olusan Urinlere kiyasla
miktarlarindaki artis veya azalis test edilen 6érnekte hedeflenmis genomik bdlgelerde
CNV bulunup bulunmadigini test etmek icin kullaniimaktadir (Sekil 2.13). Bir ekzon
kadar kiiclik olabilecek CNV’leri tespit edebilecek kadar hassas ve az maliyetli olmasi
Ozellikle az sayida genomik bdlgenin hedefli olarak kopya sayisini incelemeyi

gerektiren uygulamalarda MLPA’yi avantajli kilmaktadir.
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205 200 0% 310 318 220 224 330 338 340 245 350

0 —_— —_— _—
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Sekil 2.13. MLPA yonteminin analiz giktisi.

Sekilde pembe renkli ¢izginin yliksekligi kontrol drnegine ait Grln
miktarini, mavi renkli gizginin ylksekligi ise test drnegine ait Urin
miktarini géstermektedir. Buna gore, kirmizi yuvarlak ile isaretli ekzon
46 olarak belirtilen genomik boélgede test 6rnegine ait bir Urin
bulunmamasi burada homozigot delesyon oldugunu gostermektedir.
Bu resim Creative Commons Attribution-ShareAlike Licence 3.0 lisansi
altinda paylasilan Wikipedia Ozgiir Ansiklopedi’nin web sayfasindan
alinmistir (71).

2.2.4.5. ileri Nesil Dizileme (Next Generation Sequencing, NGS)

NGS, oncelikle kiiclik varyantlarin tespiti icin gelistirilmis bir teknoloji olsa da
birtakim algoritmalarla kopya sayisi degisikliklerinin saptanmasinda da giinimizde
popiiler bir hale gelmistir. NGS yontemleri arasinda tim ekzom dizileme (Whole

Exome Sequencing, WES), tim genom dizilemeye (Whole Genome Sequerncing, WGS)



26

gore CNV saptanmasi acisindan daha kisith bilgi sunmakta; ancak 6zellikle nadir

hastalik arastirmalarinda disiik maliyeti nedeniyle tercih edilmektedir (72).

ileri nesil dizileme teknolojisinin git gide gelistirilmesiyle vyapisal
varyasyonlarin saptanmasina dair ciddi bir ilerleme kaydedilmistir (73). Hem WES
hem de WGS, milyonlarca kisa DNA fragmaninin tek ya da ¢ift yonli olarak paralel
dizilemesine dayanmaktadir DNA fragmanlarinin dizilenebilmesi icin uglarina takilan
adaptor diziler ile her bir fragman sabit bir zemin tzerinde amplifiye edilir ve dizileri
ortaya cikarilir. NGS ile elde edilen dizilerin genomdaki lokalizasyonu ise dizileme
isleminin tamamlanmasi ardindan her bir DNA fragmanina ait okumanin referans

genomda nereye denk geldiginin bulunmasi (hizalama, alignment) ile mimkin olur.

Referans genoma hizalanmis NGS verisinde, okumalarin referans genoma
kiyasla gerek oryantasyonu gerek sayisal olarak farklihk gostermesi yapisal
varyasyonlari ayirt etmek igin kullanilabilmektedir (74) . Genel itibariyle, yapisal
varyasyonlarin tespiti okuma derinligini (read-depth), iki yonli okumalar igin okuma
cifti oryantasyon ve uzakligini (read-pair) ve ayrik okumalari (split-read) temel alan
yaklasimlar veya de novo assembly adi verilen yontemlerle okumalar kullanilarak

genomun sifirdan insa edilmesi ile gergeklestiriimektedir (Sekil 2.14).
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Sekil 2.14. NGS ile yapisal varyant saptamak icin kullanilan yontemler.

NGS’den elde edilen farkli veri tipleri ile CNV’lerin saptanmasi
mimkundir. A) Read-depth (Okuma derinligi, RD) verisi kullanilarak
okumalarin diger genomik bolgelerden elde edilen okuma sayilarina
kiyasla beklenenden az ya da ¢ok olmasina gore sekilde ortada yer alan
genomik bodlge icin Ustte delesyona, altta ise duplikasyona oOrnek
verilmistir. B) Split-read (Ayrik okuma, SR) yaklasiminda referans
genom ile yapisal varyantin siniri tGzerine denk gelen ve ancak farkli
genomik bolgelere bolinerek referans genom ile hizalanabilen
okumalar yapisal varyanti géstermektedir. C) Cift yonli okuma yapilan
NGS islemlerinde Read-pair (Okuma cifti, RP) analizleri referansa
kiyasla okumalar arasi yon ve beklenen mesafelerden sapmalara gore
yapisal varyantlari gosterebilmektedir. D) De novo assembly (AS)
yaklasimi ise eslesmemis okumalar ile referans genoma hizalama
islemi kullanilmadan okumalarin birbirine hizalanmasi ile bir genomik
bolgenin bastan insasi ile yapisal varyantlari tespit edebilmektedir. Bu
sekil CC BY 4.0 lisansi altinda acik erisimde paylasilan bir makaleden
alinmistir (75).

i. Okuma derinligi

Genomdaki bir lokus birden fazla okuma tarafindan temsil edilebilir. Okuma
derinligi bir genomik bolgenin tamami icin s6z konusu olan toplam okuma sayisini
ifade etmektedir. Okuma derinligi yaklasimi bir genomik bolgeye denk gelen okuma
sayisinin o bolgenin kopya sayisi ile iliskili oldugu varsayimina gore ¢alismaktadir (74).
Buna gore, referans genoma hizalanan okumalarin sayisindaki artislar

duplikasyonlari, azalislar ise delesyonlari isaret etmektedir (Sekil 2.14.A).
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ii. Ayrik Okumalar (Split-reads)

Ayrik okumalarin incelenmesi ile kirik noktalari (break points) tayin
edilebilmektedir. Ornegin, bir delesyonun tam sinirina denk gelen bir okuma
delesyonun iki ucuna da hizalanmakta, dolayisiyla genomda iki farkh yere ayrilmis
olarak hizalandiklari gézlenmektedir (Sekil 2.14.B). Hizalanmanin baslangi¢ ve bitis
noktalari gozlenebildigi icin delesyonu doguran kirigin pozisyonu tam olarak
belirlenebilmektedir (76). Bu analiz, CNV’lerin boyutlarinin  tek nikleotit
¢Ozlintrliglinde sinirlarinin  belirlenmesi gerektigi durumlarda c¢ok avantajli
olmaktadir.

iii. Okuma Cifti (Read-pair)

Cift yonli okuma yapilan NGS islemlerinde bir DNA fragmaninin iki ucundan
iki okuma elde edilir. Cift yonli okumalarin ayni DNA fragmanindan kéken almasi
sebebi ile bu okumalar arasinda kalan dizi, dizileme islemi ile ortaya konamasa bile
okuma yonleri birbirine dogru ve iki okuma arasinda mesafe belli bir araliktadir (74).
Okuma cifti yaklagimina gore esli okumalarin referans genoma hizalanmasi sirasinda
okuma ciftleri arasinda beklenen mesafeden veya oryantasyondan sapmalarin
incelenmesi ile yapisal varyasyonlar belirlenebilmektedir. Ornegin, referans genoma
hizalandiginda okuma ciftleri arasindaki mesafe beklenenden kisalmissa delesyonu,

tam tersine artmis ise yeni bir insersiyonu gostermektedir (Sekil 2.14.C).

Bu sekilde, okuma c¢ifti yontemi ile kopya sayisini degistirmeyen yapisal
varyantlar icin de cikarimlar yapilabilmektedir. Ornegin, duplikasyon ve inversiyonlar
icin, mesafenin yanisira okuma ciftlerinin yoni de ters olmakta, translokasyon sz
konusu oldugundaysa okuma ciftinin biri bir noktadan hizalanmisken digerinin

referans genomun bir baska boélgesinden hizalandig1 gézlenmektedir (74).

iv. De Novo Assembly

Yeni sekans insersiyonlarina yonelik bilginin iyi bir sekilde edinilmesini
saglayan bir yaklasimdir. Bu yontem ile referans genomda hizalanma sirasinda
herhangi bir yere hizalanamamis okumalar bir referans genomdan faydalanmaksizin

sifirdan birbiri Gzerine hizalanmaktadir. Bu yaklasim sayesinde referans genomun
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kendi dogasinda yer alan sekans bosluklarindan kaynakh hizalama hatalari asilp
aslinda referansta yer almayan yeni diziler veya kompleks degisiklikler de ortaya

cikarilabilmektedir (Sekil 2.14.D).

2.2.4.6. Ugiincii Nesil Dizileme

NGS teknolojisiyle kisa okumalar elde edilmesinin dezavantajini ortadan
kaldiran Ugiincii nesil dizileme teknolojileri, daha uzun okumalar elde edilmesi
sayesinde NGS teknolojisinin iyi tespit edemedigi uzun tekrar dizileri, buylk
insersiyonlar ve kompleks yapisal degisiklikler gibi varyasyonlarin tespitine olanak
saglamaktadir. Gliinimuzde ticari olarak tedarik edilebilecek iki farkl Gglinci nesil

dizileme platformu bulunmaktadir: PacBio ve Oxford Nanopore.

PacBio, SMRTSeq adli bir yontem ile ZMW (Zero-Mode Wavelength)
teknolojisini kullanarak tek DNA molekulinin sekanslamasini
gercgeklestirebilmektedir. DNA Polimeraz igeren bir “flow cell” igerisinde DNA'nin her
bir nlikleotidi polimeraz tarafindan replike edilirken yeni sentezlenen DNA zincirine
girmekte olan nikleotit Uzerindeki florasan sinyalin okunmasi sayesinde dizileme

gerceklesmektedir (Sekil 2.15.A).

Oxford Nanopore teknolojisi de benzer bir sekilde tek iplikli tek bir DNA
molekilinin bu kez kigulk bir nanopor icerisinden gecirilerek kanal igerisinden
gecmekte olan nikleotitlerin olusturdugu spesifik elektriksel sinyallerin elektronik bir
devre tarafindan kaydedilmesi kanal icinden gecen DNA’nin dizisinin saptanmasi icin
kullanilmaktadir (Sekil 2.15.B). Ugiincii nesil dizileme ydntemleri amplifikasyon
olmadan tek DNA molekill Gzerinden cgalistiklari icin siklikla kisa dizileme hatalari
yapsalar da bu yontem ile uzun okumalar yapilabilmesi sayesinde CNV’lerin tespiti

icin son derece avantajlidir.
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Sekil 2.15. Ugtincii nesil dizileme yaklasimlari.

A) PacBio SMRTseq dizileme yaklasimi. Teknoloji ZMW adi verilen gok
distk 1sitk miktarini 6lcmeye yarayan nanofotonik bir sisteme
dayanmaktadir. DNA Polimeraz ile sentezlenmekte olan her bir
florasan isaretli nilkleotit igin emisyon Olgllerek okumalara
donugstirilmektedir. B) Oxford Nanopore dizileme yontemi. Bu
teknoloji, bir membran Uzerinde yer alan protein yapisindaki nanopor
icerisinden DNA’nin  gecirilmesi sirasinda kaydedilen elektrik
sinyallerinin okumalara dénustirilmesine dayanmaktadir. Bu sekil CC
BY 4.0 lisansi altinda acik erisimde paylasilan bir makaleden
turetilmistir (77).

2.2.4.7. Optik Genom Haritalama

Son vyillarda ortaya ¢ikan optik genom haritalama teknolojisi, CNV ve diger yapisal
varyasyonlarin tespitinde ¢ok daha keskin bir yaklasim sunmaktadir. NGS
teknolojisinden farkl olarak, DNA’nin kiiclik parcalar halinde fragmantasyonu yerine
uzun tek molekiil DNA fragmanlarinin florasan isaretlerle barkodlanip bu
barkodlanmis DNA’larin nano kanallardan gegirilirken fotograflari ¢cekilmektedir. Bu
sekilde elde edilen DNA barkodlarinin birbiri Gizerine hizalanmasi ile genomun sifirdan
insa edilmesi prensibine dayandigi icin NGS’nin kisa okumalar nedeniyle yapisal
varyantlari saptamakta yasadigi sorunlari ortadan kaldirmaktadir. DNA barkodlama
teknolojisi ile uzun okuma yaklasimini birlestiren bu yontem sayesinde tiim yapisal

varyantlar saptanabilmektedir (Sekil 2.16.).
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Sekil 2.16. Optik genom haritalama yaklasimi.

Optik genom haritalamanin analiz basamaklari yukaridan asagi
sirastyla gosterilmistir. Ust panelde barkodlanan tek tek DNA
molekdlleri gosterilmektedir. Bir sonraki basamakta bu barkodlanmis
pargalar birbiri Gzerine hizalanarak genom sifirdan insa edilmektedir.
Sonrasinda ornek icin olusturulan harita, referans genom haritasina
hizalanarak molekiller arasi uyusmazliklar saptanmakta ve yapisal
varyantlar belirlenmektedir. Genellikle ikinci bir harita konfirmasyon
icin kullanilmaktadir. Bu sekil CC BY 4.0 lisansi atlinda agik erisimde
paylasilan iki farkli makaleden tiretilmistir (78, 79).

2.3. Heterozigotluk Kaybi (LOH, Loss of Heterozygosity)

SNP mikrodizin yontemlerinin genotip ile ilgili bilgi vermesi sebebiyle bu
yontem ile CNV’ler arastirilirken bir yandan da genotiplerin genom boyu dagilimlarini
ve bu dagihimdaki sorunlari kolaylikla goézlemlemek mimkin hale gelmistir.
Heterozigotluk kaybi (LOH) SNP mikrodizin verilerinde genotip dagiliminda siklikla
gozlenen bir degisikliktir. Adindan da anlasilabilecegi lizere heterozigot kaybinda
uzun bir genomik boélge icin boélgenin uzunlugundan beklenenin aksine hicbir

heterozigot genotip ile karsilasiimamasi durumu gorilmektedir (Sekil 2.17).

LOH bolgelerini olusturan sebeplerden biri, iki alelden birinin delesyonudur.
Bu durumda LOH bolgesinde kopya sayisi da azalmis olacaktir. Bu sekilde ortaya ¢ikan
LOH bolgeleri bircok kahtsal hastalik ve kanserle iliskilendiriimektedir (80). Kopya

sayilarinin normal oldugu ancak LOH bolgelerinin ortaya cikabildigi durumlar da
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mevcuttur (81). Bu durumlardan biri, bir ebeveynden iki kromozomun alindig

uniparenteral dizomi (UPD) durumu olup bu konu Boéliim 2.3.2’de detaylandiriimistir.

Kopya notral LOH boélgelerinin ortaya ¢iktigi bir baska durum ise bir bireyin iki

farkli ebeveyninden aldigi genomik bdlgelerin ebeveynlerin daha Ust nesillerinde

ortak bir atalarindan kaynaklanmasidir. Bu durumda ebeveynlere ortak atadan

kalitilan ayni haplotipe sahip alellerin bir gocukta bulusmasi sonucu ebeveynlerinden

ayni aleli alan cocukta s6z konusu genomik bdlge icin heterozigot varyant

bulunmamaktadir. Kalitim nedeniyle es olma (IBD, Identity By Decent) adi da verilen

bu durum, ebeveynlerin yakin ortak atalarinin bulundugu akraba evliliklerinde veya

kapal toplumlar icinde evliliklerde sik karsilasilan bir durumdur (82).

sekil 2.17.

Affymetrix SNP mikrodizin verisinde LOH.

Affymetrix SNP mikrodizin verisinde erkek cinsiyetinde bir bireyin X
kromozomuna ait Ust panel LRR alt panelde ise BAF degerleri
gortlmektedir. LRR degerleri kromozomun her iki ucundaki PAR
bolgeleri disinda tek kopya delesyonu isaret edecek sekilde diisiik olup
X kromozomu boyu BAF degerlerinde ise heterozigot genotipi gosteren
0,5 degerine sahip BAF neredeyse hi¢c bulunmamaktadir. Bu durum
erkeklerde X kromozomunun dogal olarak bir kopya olmasindan
kaynaklanmakta ve genomda tek kopya olan bolgelerde LOH ortaya
ciktigini gostermektedir. Orta panelde ise PAR’lar arasinda kalan
genomik bolgenin Affymetrix mikrodizin analiz programi olan
Chromosome Analysis Suite tarafindan bir LOH bolgesi olarak tanindigi
yatay mor ¢cubukla gésterilmektedir.

2.4. Mozaisizm

insanlar tek bir hiicreden kéken alan canllardir. Zigot adi verilen bu tek

hiicrenin genetik yapisi mitoz bollinmeler zigottan kaynaklanan tiim yavru hiicrelere
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aynen kopyalanmakta oldugundan bir insanin tiim hiicrelerinin genetik yapisi teorik
olarak aynidir. Ancak zigot asamasindan itibaren hicrelerde ortaya gikan genetik
hatalar bu teorik beklentinin gerceklesememesine ve insanlarda bazi hiicre
gruplarinin zigottaki orijinal genetik yapidan farkh varyantlar barindirmasina neden
olurlar. Bu varyantlara mozaik genetik varyantlar adi verilmekte olup bdyle
varyantlarin bulunmasi durumu ise mozaisizm olarak adlandirilir. Mozaik genetik
varyantlar tek nuikleotit degisikliklerinden kompleks diizenlenmelere kadar gesitli

tiplerde ve boyut olarak ise genis bir genomik skalada yer almaktadir.

Mozaik varyantlar, elbette ki CNV’leri de kapsamaktadir. CNV’ler tek tek
hiicreler icerisinde tamsayl olmak durumundadir. Ancak tek tek hiicreler igerisinde
tamsayi olan degisiklikler, bir hiicre popilasyonu incelendiginde poplilasyondaki tim
hiicrelerin icinde olabilecegi gibi sadece bir kisim hiicreyi etkileyen genetik
degisiklikler seklinde de olabilir. Buna gore, farkl sayida kopya sayilarina sahip bir
hiicrelerin karisimi ile olusan bir hiicre poptilasyonundan bahsedildiginde popilasyon
icin kopya sayisi degeri tamsayi olmayan degerler alabilir. Bu durum genellikle kopya
sayisinin normal degeri olan 2 seklinde bulunan ve 2’den farkli kopya sayisina sahip
hicrelerin karisimi seklinde gozlenir. Bu sekilde, CNV’lerin sadece bir grup hiicre
icerisinde yer alip bu hiicrelerin genetik agidan normal hiicreler ile karisik oldugu
duruma genetik mozaisizm, mozaisizmi olusturan CNV’ler ise mozaik CNV (mCNV)

olarak adlandiriimaktadir (2).

Mozaik CNV’ler, tipine gore delesyon ya da duplikasyon mozaisizmi seklinde
olabilmektedir. Mozaik CNV’ler sonucu olusan genetik mozaisizmde, CNV’ye sahip
olan hiicrelerin tim hcreler icerisindeki orani, mozaisizm fraksiyonunu (fm) olarak
adlandiriimaktadir. Popilasyona atfedilen kopya sayisi, fm degerini yansitan bir deger
olup niteligi bilinen bir CNV s6z konusu oldugunda popltilasyonun ortalama kopya
sayisi kullanilarak fm hesaplanabilir. Mozaisizm fraksiyonun delesyon ve duplikasyon
mozaisizmi senaryolari icin birer 6rnek hesaplamalari Sekil 2.18 ve 2.19'da

gosterilmektedir.
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Mozaisizm fraksiyonu bilinen duplikasyon mozaisizminin kopya
sayisinin hesaplanmasi.

Yukarida; tlm hiicre popllasyonunda 2 kopyaya sahip normal
hicrelerin oraninin 0,6 (%60), duplikasyona sahip hiicrelerin oraninin
ise 0,4 (%40) bir senaryoya 0rnek verilmektedir. Buna gore, anormal
hiicrelerin oranini gosteren mozaisizm fraksiyonu (fm) 0,4’tlr.
Duplikasyon mozaisizminin popiilasyonun toplam kopya sayisina
katkisi hiicrelerin orani ile 3’in carpimi iken normal kopya sayisindaki
hicrelerin katkisi 2 ile carpimidir. Bu sekilde yapilan hesaplamada tiim
poptlasyon icin kopya sayisi 2,4 olarak hesaplanmakta olup, bu
sayidan diploid kopya sayisi olan 2 gikarilarak fm bulunabilir.

Sekil 2.19.

Mozaisizm fraksiyonu bilinen delesyon mozaisizminin kopya sayisinin
hesaplanmasi.

Yukarida; tim hiicre popllasyonunda 2 kopyaya sahip normal
hiicrelerin oraninin 0,6 (%60), delesyona sahip hiicrelerin oraninin ise
0,4 (%40) bir senaryoya ornek verilmektedir. Buna gore, anormal
hiicrelerin oranini gosteren mozaisizm fraksiyonu (fm) 0,4’tlr.
Delesyon mozaisizminin popllasyonun toplam kopya sayisina katkisi
hiicrelerin orani ile 1'in c¢arpimi iken normal kopya sayisindaki
hicrelerin katkisi 2 ile carpimidir. Bu sekilde yapilan hesaplamada tim
popllasyon icin kopya sayisi 1,6 olarak hesaplanmakta olup, diploid
kopya sayisi olan 2’den gikarilarak fn bulunabilir.

Mozaik CNV’lerin en sik gorildigu insan hastaligi somatik dokularda edinsel

mutasyonlar sonucu meydana gelen kanserdir. Buna ek olarak, nadir konjenital

genetik hastaliklarda da mozaik CNV’ler gorilebilmektedir. Bu nedenle, mozaik
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CNV’lerin saptanmasi bu hastaliklarin tanisinda ve o6zellikle kanser gibi ilerleyici
hastaliklarin tani ve takibinde olduk¢a 6nemlidir (36). Ayrica, mozaik CNV’lerin
saptanmasi kadar CNV iceren hiicre oraninin gostergesi olan f,, hesaplanmasi da
hastaligin ilerleme veya gerilemesini arastirmak icin dnemli bir gostergedir (83).
Ornegin, mozaik Down Sendromunda bukkal mukozadaki mozaisizm orani ile hastalik
bulgularinin siddetinin iliskili oldugu gosterilmistir (84). Ayrica, kanser gibi
hastaliklarda fm hastaligin siddeti, prognozun belirlenmesi, tedaviye yanitin

degerlendirilmesi gibi amaclarla kullanilmaktadir (83, 85).

Gunlmuze kadar givenilirlikle canlinin bitin hiicrelerinde olan CNV’lerin
saptanmasii¢in kullaniimis SNP mikrodizin yontemi, mozaik CNV’lerin saptanmasi igin
de yine BAF ve LRR verilerini kullanarak mozaik CNV’lerin hangi genomik boélgeyi
ilgilendirdigini tespit etme imkani sunmaktadir (Sekil 2.20)(86). Ancak, bu veriler
MmCNV tlriini  ve lokasyonunu gosterse de bu verilerden fn degerinin
hesaplanabilmesi icin farkli yaklasimlar gerekmektedir. Ornegin kopya sayilari
Logz(g6zlenen/beklenen) formullyle LRR degerlerinden de hesaplanabilmektedir. Bu
hesaba gore, gozlenen kopya sayisi tam duplikasyona karsilik gelen 3 ise, LRR degeri
logz(3/2)=0,585 seklinde hesaplanmaktadir. Kopya sayisinin bilinmedigi ancak LRR
degerinin bilindigi durumda ise 2*2ALRR formili uygulanarak bu islemin tersi
yapilmakta ve LRR = 0,585 degeri kullanildiginda 2*270,585 ile kopya sayisi 3 olarak

bulunmaktadir.
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Mozaik CNV’lerin SNP mikrodizin verisinde gorinim.

Seklin Ust tarafinda kopya sayisinin (CN) azalis veya artis seklindeki
yoninli gosteren LRR degerleri yer almaktadir. mCNV’ler igin O
degerinin Uzeri duplikasyonlari, altindaki degerler delesyonlari isaret
etmektedir. CN degeri mozaik oldugunda LRR degerinin tam sayili
kopya sayilarini isaret eden -1,0, 0 ve 0,585 degerlerinden farkl
olduguna dikkat ediniz. Buna gore, LRR degeri -1,0 ile O arasinda yer
alan degerlerin farkli fm degerlerini isaret eden mozaik delesyonlari, 0
ile 0,585 arasinda yer alan degerlerin farkli fn, degerlerini isaret eden
mozaik duplikasyonlari isaret etmektedir. Alt kissmda yer alan grafikte
ise farkli fm degerlerine sahip delesyon ve duplikasyon olaylarina
karsilik gelen BAF dagilimlari gorilmektedir. 2 kopya sayisinda
heterozigot genotipe sahip genomik lokuslar icin BAF degeri 0,5 iken
mozaik delesyon ve duplikasyon bulunmasi durumunda heterozigot
genotipler icin BAF degerinin 0,5’ten saptigina ve f degeri arttik¢a
0,5’ten sapmanin her iki yonde gittikce arttigina dikkat ediniz.

Mozaisizmin fenotipik etkileri ve kalitilabilirligi, mozaikligin gorildigi hicre

tipine, degisikligin lokasyonuna ve etkilenen hiicre sayisina bagli olmaktadir.

Kaltilabilirlik agisindan incelendiginde mozaisizm; somatik mozaisizm, germline

mozaisizm ve somatik-germline mozaisizm seklinde siniflandiriimaktadir (87).

Somatik mozaisizm, mozaisizmin meydana geldigi hiicre populasyonunun

sadece viicut hicrelerini icerdigi, germ hicrelerini icermedigi mozaisizm tipidir.

Mozaisizmin bu tipinde degisikligin meydana geldigi embriyonik gelisim dénemi
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onemli olmaktadir. Buna gore somatik mozaisizm, prenatal ve postnatal dénem
mozaisizm olarak kabaca ikiye ayrilabilir. Her iki donemde de ortaya ¢ikan mozaisizm

sadece somatik hiicreleri etkilemis oldugundan kalitsal olarak aktarilmamaktadir (87).

Prenatal somatik mozaisizm, post-zigotik donemde (zigot olusumundan
sonraki embriyonik evreler) ve dogum oncesinde, genellikle embriyonik gelisim
sirasinda meydana gelmis bir mozaisizmi isaret etmektedir. Bu tiir somatik mozaisizm
sonucu genellikle ortak bir embriyonik yapidan kéken alan dokular veya hiicreler
topluca etkilenirken diger doku ve hiicreler zigottaki genomik yapilarini korurlar. Bu
tirden mozaisizmlerin fenotipe yansimasi genellikle etki alanina bagli olmaktadir.
Ornegin mozaik trizomi 13’te, trizomi 13 bulunan ve bulunmayan hiicrelerin farkli cilt
renklerine sebep olmasi sonucu embriyonik gelisim semasini takip eden cilt lekeleri

olusabilmektedir (88).

Postnatal mozaisizmde ise, yine post-zigotik olarak mozaisizme sebep olan bir
somatik degisiklik, bireyin dogumundan sonraki herhangi bir gelisim evresinde ortaya

¢ctkmistir. Bu tip mozaisizmin en iyi 6rnegi kanserdir (4).

Plasental mozaisizm, 6zel bir tip somatik mozaisizm olup sadece plasenta
dokusuna 6zgli mozaisizmi ifade etmektedir. Bu tip mozaisizmde mozaik degisiklikten
etkilenmis hiicreler yalnizca ekstra-embriyonik dokularda bulundugundan dolayi,
embriyonun kendisi bu degisikligi tasimamaktadir. Gelismekte olan bebegin plasenta
araciligiyla beslenmesinde bir sorun vyaratmadigl sirece plasentaya 06zgl

mozaisizmlerin birey Gzerinde bir fenotipik etkisi bulunmamaktadir (89).

Germline mozaisizm, mozaik bir genetik degisiklikten etkilenerek farkhlik
gosteren hiicre poplilasyonunun sadece germ (lreme) hiicrelerine 6zgl oldugu
mozaisizm tipidir. Mozaik CNV’lerin germ hiicrelerinde olmasi, bu degisikligin bir
sonraki nesle de aktarilabilmesine imkan tanimaktadir. Ancak germline mozaik
CNV’ler bir sonraki nesle aktarilirlarsa bu yavrunun zigot asamasinda bulunmalari
sebebiyle tim hiicrelerinde s6z konusu CNV goriilmekte ve mozaisizm ortaya

cikmamaktadir. Ustelik degisiklik ebeveynin somatik hiicrelerinde olmadigindan
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ebeveynde fenotipik bir farkhlik ¢ogu zaman ortaya ¢ikmamakta ve ebeveynde

germline mozaisizm oldugunu anlamak ¢ok miimkiin olmamaktadir (90).

Somatik ve germline mozaisizm, embriyonik erken gelisim ddéneminde
meydana gelen mozaik varyasyonlarin embriyoda hem somatik hem de germ
hicreleri etkilemesi durumudur. Germ hicreleri etkilenmis oldugundan mozaik
degisiklik bir sonraki nesle de aktarilabilmektedir. Somatik hiicrelerin etkilenmis
olmasi sebebiyle bu tir mozaisizm varliginda bireyin kendisi, mozaik degisikligin
fenotipik sonuglarini tasiyabilmektedir. Ancak mozaisizm tasiyan birey bu degisikligi
gocuguna aktardiginda gocukta non-mozaik bir degisiklik bulunacagi icin degisikligin
fenotipik etkisi daha agir gorilebilmektedir (91). Mozaisizmin fenotipik etkileri,
etkilenen bolgeye ve hiicre sayisina bagli olsa da ¢cogu hastaliklar icin mozaik formlar
daha hafif fenotipik etkiye sahiptir ve mozaik varyantlar varliginda da artan mozaisizm

daha agir fenotiple sonuglanabilmektedir (92).

2.4.1. Mozaisizmin Olusum Mekanizmalari

Mozaik CNV’lerin olusumunda mitotik veya mayotik ayrilmama olaylari rol
oynayabilmektedir. Ayrilmama sonucu olusan gamet ile normal genetik yapiya sahip
bir gametin birlesmesi sonucu anoploidiye (diploid yapidan farkli kromozom sayisi)
sahip zigotlar ortaya c¢ikabilmektedir. Mozaisizm bu an6ploidik zigottan olusan bazi
hicreler igerisinde genetik hatanin diizelmesi sonucu ortaya ¢ikabilecegi gibi normal
bir zigotun embriyonik gelisim evresindeki béliinmeler sirasinda genetik bir hata
yapmasl sonucu da ortaya cikabilir (89). Bu iki farkh tlr mozaisizminin ayirt
edilebilmesi icin mayoz ve dobllenme islemlerini daha yakindan incelemek

gerekmektedir.

Germ hicrelerinde meydana gelen ve yavru gametlerin olusumunu saglayan
mayoz bollinmenin mayoz | ve mayoz Il olmak Uzere iki asamasi bulunmaktadir.
Mayotik ayrilmama, mayozun bu iki asamasindan birinde gerceklesen,
kromozomlarin olmasi gerektigi sekilde ayrilmamasi sonucu yavru hicrelere esit
sayida dagilmamalariyla meydana gelen bir hata olayidir. Hem mayoz | hem mayoz Il

icin ayrilmamanin anne ya da baba kaynakli olmasi mimkindir (93). Mayoz |
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asamasinda ayrilmama s6z konusu oldugunda, eslenmis homolog kromozomlarin
anafaz | evresinde farkli kutuplara ¢ekilememesi nedeniyle olusan iki yavru hiicreden
birinde fazla, digerinde eksik kromozom bulunmasina yol agmaktadir. Ardindan
kromozomlarin mayoz Il evresine gecisiyle, ikinci bolinmeden sonra olusan 4 yavru
gametten de ikisi fazla, ikisi eksik kromozom tasimaktadir. Olusan bu gametlerin ise
normal haploid kromozomlu baska bir gametle birlesmesi sonucunda zigot
olusumuna hangi hiicrenin katki sunduguna bagh olarak trizomi veya monozomi
tasiyan bir zigot meydana gelmektedir (Sekil 2.21). Diger yandan; mayoz I'de hata
olmadan, mayoz Il sirasinda ayrilmama olayl meydana geldiginde, kardes
kromatidlerin ayrilmamasi sonucunda 4 hicreden ikisi normal olmakta ve diger
ikisinden biri fazla, digeri ise eksik kromozomlu olmaktadir. Ayni sekilde bu
gametlerin de normal bir gamet ile birlesmesi durumunda, 6ploidi veya andploidi

barindiran zigotlarin olusmasi miimkindir (Bkz. Sekil 2.21).

Mitotik ayrilmama ise, dollenme sonrasi somatik olarak zigot ve zigottan
koken alan yavru hicrelerin gegirdigi béliinmeler sirasinda meydana gelebilmektedir.
Bu durumda da kardes kromatidler ayrilamaz ve olusan 2 hiicreden biri trizomi digeri
ise monozomi barindirir (Sekil 2.22). Bozuk yapiya sahip bu hiicrelerden bir grubu
Olerek kaybolabilmekte; ancak diger bir grubu yasamakta ve hiicreler bélinmeye
devam etmekte oldugunda normal hiicrelerle birlikte CNV tasiyan hiicreler bir arada
mozaik bir sekilde bulunabilmektedirler. Mayoz sirecinde ayrilmama sonucu ortaya
¢itkan bir trizomi durumu da zigot asamasinda veya sonraki embriyonik gelisim
déneminde mitotik ayrilmama ile dizeltilebilir. Trizomiden kurtulma adi verilen bu

durum da gene mozaisizme sebep olabilmektedir (94).
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sekil 2.21.

trizomi trizomi  [monozomi [ monozomi | normal normal | monozomi trizomi

| OLUSABILECEK ZIGOTLAR |

Mayoz | ve Mayoz Il asamalarinda ayrilmama.

Seklin sol tarafinda Mayoz I'de ayrilmama olayinin sonuglar
gosterilmektedir. Mayoz I'de ayrilmama sonucunda 2 kopya iceren 2
gamet olustuguna ve normal bir Mayoz II'nin ardindan 2 adet trizomik
ve 2 adet monozomik hiicrenin olustuguna dikkat ediniz. Seklin sag
tarafinda ise Mayoz | normalken, Mayoz II'de iki yavru hilicreden
birinde ayrilmama olustugu durum gosterilmektedir. Bu tir bir
ayrilmama ardindan fertilizasyon sonucunda 2 adet normal, 1 adet
trizomik ve 1 adet monozomik zigot olusabildigine dikkat ediniz. Bu
sekil “Creative Commons Attribution 3.0 License” altinda paylasilan
kitap béliminden alinarak diizenlenmistir (95).



41

Mitozda Ayrilmama

—> Trizomi
— Ayrilmama
—> Monozomi

Sekil 2.22. Mitozda ayrilmama.

Sekilde mitoz boéliinme sirasinda kardes kromatidlerin ayrilmamasi
sonucunda bir yavru hiicrenin trizomik (sag Ust) diger hiicrenin ise
monozomik (sag alt) olduguna dikkat ediniz. Bu sekil “Wikimedia
Commons, the free media repository”nin Creative Commons CCO lisansi
altinda paylastigi sekilden tlretilmistir (96).

2.5. Uniparental Dizomi (UPD)

insanlarda homolog kromozom setinden biri anneden digeri de babadan
aktarilmaktadir. Ancak UPD durumu s6z konusu oldugunda, biri anneden ve biri
babadan aktariimasi gereken kromozomlarin her ikisi de tek bir ebeveynden kéken
almaktadir. UPD’ler mayotik ayrilma hatalarindan koéken alan monozomi ve
trizomiden kurtulma, post-zigotik hatalar, somatik rekombinasyon veya gen
donisimi gibi bircok mekanizmadan kaynaklanabilmektedirler. UPD olayinda kopya
sayisinda degisiklik gozlenmemekte olup ayni ebeveynden kdken alan 2 kromozom
birbiri ile ayni haplotipe sahip olabilmektedir. Bu sekilde ortaya ¢ikan heterozigotluk
kaybi, CN-LOH (Copy Neutral Loss of Heterozygosity, kopya notral heterozigotluk
kaybi) olarak da isimlendirilmektedirler (Sekil 2.23). CN-LOH bdlgeleri UPD

bolgelerinin bir 6zelligi olmasinin yaninda IBD bolgelerinin de 6nemli bir 6zelligidir.

UPD’ler ebeveyn koékeni anne ise maternal UPD, baba ise paternal UPD olarak

adlandiriimaktadir. Farkli ebeveyn kékenlerinin yaninda UPD olan genomik boélgenin
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icerik bakimindan ise ebeveyndeki ayni homolog kromozomdan kdken almasi
izodizomi veya ebeveyndeki farkli homolog kromozomlardan kdken almasi ise
heterodizomi olarak siniflanmaktadirlar (Sekil 2.24). Kromozomlar mayoz asamasinda
cross-over yaptiklari icin mayotik ayrilmama sonucu ortaya ¢ikan UPD’ler ¢ogunlukla
hem ebeveyndeki homolog kromozomdan hem de kardes kromatitten pargalar igerir

ve homodizomi ile heterodizominin karisimi bir gérinti sergilerler.

Sekil 2.23. Uniparental dizomi (UPD).

Yukaridaki grafikte kromozom boyunca LRR degerleri yer almakta ve
bu degerin 0 olmasi normal kopya sayisi olan 2’yi isaret etmektedir.
Buna karsin, sekil altinda kromozom (izerinde BAF degerlerinin dagihimi
yer almakta BAF degerleri Gzerinde uzun mor gubuk ile isaretlenmis
LOH bolgesinde heterozigot BAF degerlerinin olduk¢a seyrek oldugu
gorilmektedir. Bu durum CN-LOH olarak adlandirilmaktadir.



43

Anne Kromozom Baba Kromozom
Maternal UPD Paternal UPD
Heterodizomi izodizomi

Sekil 2.24. Farkh UPD tipleri.

Seklin sol tarafinda anne kdkenli UPD gosterilmektedir. Bireyin her iki
kromozomu da anneden aktarildigi icin maternal UPD, iki kromozom
annenin farkhh homolog kromozomlarindan koken aldigi icin ise
heterodizomi olarak adlandiriimaktadir. Sag tarafta ise baba kokenli
UPD s06z konusu olup bu durum paternal UPD ve babanin bir homolog
kromozomunun iki kopyasi yavrusuna aktarildigi igin izodizomi olarak
adlandiriimaktadir. Her 2 UPD senaryosu anne veya baba kokenli
olabilmektedir.

izodizomi, mayoz Il veya mitotik hatalardan kaynaklanabilmekte iken
heterodizomi ise, Mayoz I'de ayrilmama sonucu ortaya ¢ikmaktadir (97). Mayotik
hatalar sonucu UPD olusabilmesi icin bir gametten 2 homolog kromozom (dizomik)
gelirken digerinden o homolog kromozomdan hi¢ (nullizomik) gelmemesi
gerekmektedir. Bu durum, “gamet tamamlama” (gamete complementation) olarak
adlandirilir. Ote yandan hem izodizomi hem de heterodizomi ayrilma hatalari sonucu
olusan anéploidik bir zigotun kurtulmasiyla da meydana gelebilmektedir. Ornegin,
monozomiden kurtulma ile tam izodizomi olusurken trizomiden kurtulma ile ise her
iki tipin birlikte bulundugu segmental izodizomi/heterodizomi olusmaktadir (Sekil

2.25).

Trizomiden kurtulma, ebeveynlerin birinden kaynakli mayoz | veya mayoz Il'de

gerceklesen, kromozomlarin olmasi gerektigi sekilde ayrilmadigi durumlarda zigotta
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ortaya ¢ikan trizominin, sonrasinda takip eden mitotik olaylarla dizeltilmesidir (94).

Buna gore Mayoz I'de gercgeklesen cross-over sonucu meydana gelen ayrilmamanin

etkisiyle her iki UPD tipi de kromozom Uizerinde kismi olarak goérilmektedir (Bkz. Sekil

2.25).

Cross
-over

Sekil 2.25.

Gametler

Mayoz I
Ayrilmama +

Fertilizasyon

Segmental
izodizomi/Heterodizomi

@ Zigot
Trizomiden
Kurtulma
—

Trizomi

Heterodizomi

— izodizomi

Heterodizomi

Trizomiden kurtulma ile olusan segmental izodizomi/heterodizomi.

Mayoz boéliinme sirasinda gerceklesen cross-over sonrasinda olaysiz
gerceklesen Mayoz I'in ardindan Mayoz II'de ayrilmama olmasinin
ardindan fertilizasyon sonrasi olusan trizomik zigotta trizomiden
kurtulma ile olusan segmental izodizomi/heterodizomi UPD
gorulmektedir.

Mayotik ayrilmama sonucu olusan trizomiden kurtulma, mitotik olaylar

neticesinde post-zigotik asamalarda gergeklestiginde ise, mozaik UPD’ler ortaya

cikabilmektedir (98) . Bu durumda trizomiden kurtulma sonucunda bazi hiicrelerin

dizomik, bazilarinin trizomik, bazilarinin ise UPD barindirmasi miimkiin olacaktir. SNP

mikrodizin analizlerinde bu tir mozaik UPD’ler de saptanabilmektedir (93). Mozaik

UPD s6z konusu oldugunda mikrodizin verisindeki LRR ve BAF degerleri Sekil 2.26’da

gorilmektedir.
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Sekil 2.26. SNP mikrodizin verisinden elde edilen mozaik UPD goriintisa.

Mikrodizin verisinde bir kromozom igin gizdirilmis mozaik UPD igin
Ustte LRR ve altta BAF degerleri gosterilmektedir. BAF degerlerinin
kromozomun basindaki bir genomik bolgede heterozigot 0,5
degerinden sapma gosterdigine ancak LRR degerinin 0’da kaldigina
dikkat ediniz. Bu resim CC BY 2.0 lisansi ile agik erisimde paylasiimis bir
makaleden alinmistir (6).

Mozaik UPD’ler mayoz ve fertilizasyon sorunlari ve bunlari takip eden zigotik
ve post-zigotik trizomiden kurtulma sonucu ortaya c¢ikabilecegi gibi ebeveynlerden
kromozomlarin normal kalitilmis olmasina karsin hayatin ilerleyen evrelerinde de
ortaya cikabilirler. Bu sekilde ortaya ¢ikan UPD’lerin en 6énemli sebebi homolog
rekombinasyon ile DNA tamiri yapilmasidir. Homolog rekombinasyon bir alelin diger
alelin dizisi kalip alinarak tamir edilmesi seklinde gergeklestigi icin bir ebeveynden
alinan bir genomik bélgenin diger ebeveyne ait bir genomik bélgeye dénismesine
sebep olabilmektedir. Bu durum bir ebeveynden gelen haplotipi ortadan kaldiracagi
icin mozaik segmental UPD seklinde gorilen izodizomilere yol agabilmektedir (99).
Gen konversiyonu olarak da adlandirilan bu durum, kanserli dokularda sik gérilmekte
ve heterozigot olarak bozulmus tlimor iliskili gen alellerinin diger alele de

kopyalanmasina sebep olabilmektedirler (100).

2.6. Mozaik CNV’lerin incelenmesi Amaciyla Kullanilan Biyoinformatik
Araglar

Mozaik CNV saptamaya yonelik gelistiriimis biyoinformatik araglar CNV
saptamaya yonelik algoritmalardan kéken almaktadir. Bu algoritmalarin arasinda

ilklerden yer alan CBS (Circular Binary Segmentation) algoritmasi aCGH icin CNV
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saptanmasina yonelik modifiye edilmis BS (Binary Segmentation), Gaussian Markov
Model, FDR (False Discovery Rate) gibi istatistiksel yaklasimlari icermektedir. CBS,
DNA kopya sayilarinin biyiik genomik bolgelerde kesintili sayisal degisikliklerle kayip
ya da kazanglar olusturdugu bilgisiyle glriltili sinyal siddetlerinin (log2Ratio) hesaba
katilarak genomik bolgelerin segmentlere ayrilmasi esasina dayanmaktadir (101).
Algoritmanin 2004 yilinda olusturulmasinin ardindan gelistirilmis bir versiyonu ise
2007’den itibaren DNACopy isimli bir R paketi icerisinde kullaniimaktadir (102).
Mozaik CNV’lerin incelenmesi amaciyla mikrodizin ve NGS verilerinde kullanilan

biyoinformatik araglar Tablo 2.3’'te 6zetlenmistir.

Tablo 2.3. Mozaik CNV’lerin incelenmesi amaciyla kullanilan biyoinformatik
araclar.
Biyoinformatik SNP fm Yazildigi
Arag NGS Mikrodizin Algoritma Yil Hesabi Ortam
SOMATICs* - + BAF + LRR 2008 E R
BAFSegmentation - + CBS/BAF 2008 H R**
ASCAT + + BAF+LRR 2010 E R
OncoSNP - + BAF+LRR 2010 E MATLAB
MAD/R-GADA - + BAF/LRR+FDR 2011 H R
DANFIP - + BAF 2012 E MS Excel
triPOD - + BAF + LRR 2013 H Linux + R
OncoSNP-SEQ + = BAF + LRR 2013 E MATLAB
affy2sv - + MAD+R/GADA 2015 H R
ascatNGS + - BAF + LRR 2016 E R
MrMosaic + - MAD+GADA 2017 H Linux + R
MoChA + + BAF+LRR 2018 E Linux
BAF+LRR .
MONTAGE + + (PennCNV) 2021 E Linux

*Platformdan kaldinimistir, **Sonradan R paketine uyarlanmistir, E: Evet, H: Hayir

2.6.1. Mikrodizin Verisi Kullanan Mozaik CNV Araglari

SOMATICs: 2008 yilinda daha onceki hicbir CNV saptama algoritmasini
kullanmadan gelistirilmis orijinal bir program olan SOMATICs, mozaik CNV oranini
saptayabilen ilk algoritmadir (103). lllumina SNP mikrodizin verileri kullanilarak
sadece BAF dagilimlarindan yola c¢ikan algoritmalar kullanan; germline veya somatik
olan, heterozigot, homozigot ve hemizigot CNV’lerle birlikte UPD’leri de
saptayabilmektedir. Kontrol veri setinden bagimsiz olarak tek bir timoér érneginden

hesaplama vyapabilen algoritma, BAF ve LRR degerlerinin olmasi beklenen
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degerlerden sapmalarini  kullanarak tahminde bulunmaktadir. Algoritmanin
validasyonu kanser hicreleriyle normal hicrelerin karisimlarindan hazirlanan ve
kanser hiticrelerinin oraninin %0, %25, %50, %75 ve %100 mozaisizmi olusturmak
Uzere deneysel olarak hazirlanan érnekler kullanilarak yapilmistir. Algoritmanin etkin
kullanilabilmesi igin fn degeri ylksek olmalidir. R’da yazilan kodlarla olusturulan

algoritma glinimiizde kodlarin kaldirilmasindan dolayi kullanilamamaktadir.

BAFSegmentation: Temel olarak CBS algoritmasinin gelistirilmesiyle,
segmentasyonun BAF degerlerine gore uygulanmasina dayanan bir algoritmadir
(104). Algoritma sadece egslesen normal-timér oOrnek ciftlerinde denenmistir.
Timore 6zgl olan 0,5 civarindaki heterozigot BAF degerlerine sahip varyantlar, ayni
bireyin eslesen ve timoér bulunmayan bir 6rnegindeki varyantlar ile karsilastirilarak
analiz gergeklestirmektedir. Algoritmanin 06zellikle LOH bdlgelerine yodnelik
gelistirilmesi ve saptama yapmasi agisindan SOMATICs, PennCNV gibi algoritmalara
kiyasla yilksek performans sergilemesi ve tetrazomilere yonelik de saptama
yapabilmesi 6ne gikan 6zellikleridir. Algoritmanin dncelikli amaci mozaik CNV oranini
saptamak olmasa da kanser hiicrelerinin segmentasyon algoritmasi ile saptanan
hemizigot delesyon mozaisizmi oranlarini FISH yontemiyle bulunan oranlarla
kiyaslamislardir. Ancak yalnizca yliksek oranli mozaisizme yonelik hesaplama

yapabilmekte olup sadece yliksek oranli mozaisizme dair sonug¢ vermektedir.

ASCAT: BAF ve LRR ile gcalisan ve kendi segmentasyon algoritmasini kullanan
ASCAT (Allele Spesific Copy Number Analysis of Tumors) tumor hiicrelerinden yapilan
deneylerde farkhlasmis hiicre oranini, LOH ve kopya notral degisiklikleri genom boyu
saptamaktadir. Normal-timor karsilastirmasi lizerinden hesaplama yapabildiginden

test bireyine ait germline veri de saglanmasi gerekmektedir (105).

OncoSNP: LRR degerlerini kullanarak Viterbi algoritmasi Gzerinden genom
boyu CN hesaplamasi yapan OncoSNP programi ise sadece %10’'luk dilimler
diizeyinde kanser hiicrelerinden fm hesaplayabilmektedir. MATLAB kodu bulunan

program Linux sistemi Gzerinden calistirilabilmektedir (106).
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MAD/R-GADA: Ozel olarak mozaik CNV saptanmasina odaklanan ilk
programlardan biri MAD’dir (Mosaicism Alteration Detection)’dir (107). Bu program,
mozaisizmin saptanmasi i¢cin CBS algoritmasinin daha hizli ve gelistirilmis versiyonu
olan bir baska segmentasyon algoritmasi GADA (Genome Alteration Detection
Algorithm)’y1 ve beklenen BAF degerlerinden sapmalari (Bdev) kullanmaktadir (108).
Buna ek olarak, LRR verisi araciligl ile mozaik degisikligin yoninu (kopya artisi, kopya
azahsi) ve UPD’leri tespit edebilmektedir. Bu algoritma, mozaik CNV boélgelerini
genom boyu saptayabilse de mozaisizm fraksiyonunu (fn) hesaplamamaktadir.
Algoritma, R dilinde yazilmis olup sadece lllumina HapMap 1M SNP mikrodizin verileri

ile denenmistir ve ayni zamanda R-GADA isimli R paketi seklinde sunulmustur.

DANFIP: Kumulatif dagihm fonksiyonlarindan simile edilen modellerin
minimum artiklarin toplami yontemiyle en uygun fmn hesaplayan modele
uydurulmasina dayanan MS Excel’de olusturulmus bir algoritmadir. DANFIP
yonteminin uygulanmasiyla, arastiricilar kontrol grubu verilerine dayanan mozaisizm
simulasyonlarinin mozaik CNV’ler iceren hasta orneklerinde fm hesabi igin
kullanilabilecegini gostermistir (85). Sadece lllumina platformundan alinan SNP
verilerinin  kullanildigi yontemde, kromozomal pozisyon arastirici tarafindan
belirlenmekte ve otomatik olarak saptanmamaktadir. MS Excel {izerinden

kullanilmasi nedeniyle hesap kapasitesi sinirlidir.

triPOD: Mozaisizmin tespiti icin bir diger yaklasim da, anne-baba-gocuk
Uglulerinden (trio) elde edilen SNP mikrodizin verisinin haplotip saptanmasinda
kullanilmasi ve bu haplotip duyarli analiz ile mozaiklik saptanmasindaki sensitivitenin
glclendirilmesidir. Bu yaklasimla ¢alisan triPOD programinda hem BAF hem LRR
verileri  degerlendirilip mozaik CNV’lerin yanisira mozaik UPD’ler de
saptanabilmektedir (6). Ancak triPOD programi, mozaik CNV’leri mozaik olmayan
degisikliklerden ayirmayi amaclamadigindan fy, hesaplamamaktadir. Bunun yaninda,
anne-baba-cocuk Ugllistine ait SNP verileri lizerinden calistigl icin 3 farkli SNP
mikrodizin verisine ihtiya¢c duymasi bu algoritmanin uygulanmasini hem daha pahal

kilmakta hem de bazen ebeveynlere ait DNA orneklerine ulasilamamasi sebebi ile
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analizi imkansiz hale getirmektedir. Program sadece Illumina mikrodizin verisiyle test

edilmistir.

MoChA (Mosaic Chromosomal Alterations): MAD’a benzer bir sekilde bdev
kullanarak mozaisizmin lokasyonunu ve fraksiyonunu saptayabilen bir diger
biyoinformatik ara¢ da Linux isletim sisteminde ¢alisan MoChA’dir. Bu arag¢ sadece
[llumina ve Affymetrix SNP 6.0 mikrodizinlerinde ¢alisabilmektedir ve galistirabilmek
icin Oncelikle BAF ve LRR bilgilerinin aracin 6nerdigi sekilde elde edilmesi

gerekmektedir (109).

MONTAGE: MoChA gibi sadece Linux icerisinde c¢alisabilmektedir. Kopya
sayisindaki degisiklikleri ve lokasyonu saptayabilmektedir. Asil olarak PennCNV
algoritmasi tizerine tasarlanmis olup, perl dilinde yazilmistir. Sadece 6rnege ait tek bir
BAF ve LRR tablosundan genom boyu hesaplama yapabilmektedir. Bu arag ise

platform spesifik degildir (110).

2.6.2. NGS Verisi Kullanan Mozaik CNV Araglari

MAD programinin BAF segmentasyonu icin uyguladigi algoritma, R tabanli
MrMosaic isimli bir baska programda NGS verilerine de uygulanmistir. Bu program da
MAD programi gibi fn hesabl yapamamakta, sadece mozaik CNV bdlgelerini tespit
edebilmektedir. MoChA ise NGS verisinden okuma derinligi (LRR’nin NGS karsihgi
olarak) ve BAF degerlerini kullanarak mozaisizmin lokasyonunu ve hiicre fraksiyonunu
hesaplayabilmektedir. (97). Hem MoChA hem de MrMosaic, Linux tabanh birtakim
baska aracglarin da kullanimini gerektirmektedir. MONTAGE araci da mikrodizin
verisinden oldugu gibi NGS verisinden elde edilen BAF ve LRR degerlerini kullanarak

mozaik CNV’leri saptayabilmektedir (98).

Pek cok program, ¢ok farkl genetik yapida hiicreler iceren kanser dokusunda
kanserli hiicrelerin belli genetik lokuslarindaki ploidilerini saptamaya odaklanmistir.
Bu programlar LRR ve BAF degerlerini kullanan ve bunlarin dagilimini da hesaba katan
modeller ile fm tahmini yapabilmektedir. Ancak kanser dokusu icin tasarlanmis

programlarin nihai hedefi fn tahmini olmamakta, fn tahmini sadece ploidi
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hesaplamasinda kullandiklari bir ara basamak halinde kalarak disik hassasiyetli
hesaplamalara izin vermektedir. Bu tlirden programlara érnek ascatNGS, OncoSNP-
SEQ’dir (111, 112). NGS verisinden fn hesaplamasi yapmadan mCNV lokasyonu tespiti
yapan diger araglar arasinda GATK’nin (Genome Analysis Toolkit) somatik CNV is akisl,
control-FREEC, ADTEx (Aberration Detection in Tumour Exome), ExomeCNV, VarScan2
saylilabilir (113-118).

2.6.3. Mozaik CNV’lerin incelenmesinde Model-Ornek Karsilastirmalarinin
Kullanilmasi

Mozaik CNV’lerin saptanmasi amaciyla Uretilen programlarin bircogu makine
O0grenmesi ve/veya tahmin algoritmalari kullanmaktadir. Diger araglardan farkl
olarak DANFIP yontemi deneysel olarak elde edilmis veriden kéken alan kontrol
verilerini kullanan bir aragtir. Bu yontemin calismasi i¢in olusturulan modellerin
olasilik dagilimlarini, test edilen 6rnegin dagilhimi ile karsilastirmak amaciyla model
dagilimlarinin birbirine uyumlulugunu test eden ¢esitli yontemler bulunmaktadir. Bu
yontemlerden en sik kullanilanlar hakkinda asagida bilgi verilmistir. Bu yontemlerin
yaninda dagilimlarin karsilastirilmasinda kullanilan daha 6zellesmis baska yontemler

de bulunmaktadir (119).

Rezidiiel toplamlarinin minimumu (minimum sum of residuals, MSR):
Deneysel olarak elde edilen veri ile modellenen verinin arasindaki farka dayanan bir
yontemdir. Her bir bagimsiz degisken igin model ile gergek veride yer alan bagimli
degiskenler arasindaki farkin, diger bir deyisle rezidiellerin, toplami model ile gercek
verinin uyumlulugunun bir gostergesidir. Bu toplamin en kigik oldugu deger ise
incelenen modeller arasinda gercek veri ile en uyumlu modeli belirlemek icin
kullanilabilmekte ve bu yaklasim MSR olarak adlandiriimaktadir (120). MSR, veriye en
uyumlu modeli saptasa da uyumun sans eseri olma olasilig! ile ilgili bir bilgi
vermemektedir. Mozaik CNV’leri saptamak amaciyla kullanilan orijinal DANFIP

yontemi MSR’ye dayanmaktadir (85).

Rezidiiel karelerin toplami (RSS, Residual Sum of Squares, RSS): MSR

yaklasimina ¢ok benzeyen RSS yontemi, rezidieller yerine rezidiellerin karelerinin
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toplamini kullanarak gergek veri ile en uyumlu modeli aramaktadir (121). Bu yontem
de veriye en uyumlu modeli saptasa da, uyumun sans eseri olma olasiligi ile ilgili bir

bilgi vermemektedir.

Pearson Ki-kare testi: Gercek veri tarafindan temsil edilen “gbzlenen” ve
model tarafindan temsil edilen “beklenen” veri arasindaki farkhliklarin incelenmesi
icin kullanilan ve kategorik verileri karsilastiran bir istatistiksel yontemdir. Uyum iyiligi
(Goodness-of-fit), homojenite ve istatistiksel bagimsizigin sinanmasi icin
kullanilabilmektedir. Bu test ayni zamanda gliven araliklarinin hesaplanmasi igin de

kullanilabilmektedir (122).

Kolmogorov-Smirnov (KS) Testi: ismini bu testi hipotez sinama algoritmasi
olarak tanitan Andrey Kolmogorov ve dagilim algoritmasina uyarlanmasini agiklayan
Nikolai Smirnov’dan alan KS testi, temelde devamli verilerden olusan iki dagihimin
istatistiksel olarak farkl olup olmadigini sinamaktadir. Bir uyum iyiligi testi (Goodness-
of-fit test) olarak ve given araliklarinin hesaplanmasi icin de kullanilabilmektedir.
Ozellikle kiimiilatif dagilm fonksiyonlarini (CDF, Cumulative Distribution Function)
hem lokasyon hem de sekil agisindan karsilagtirmasi avantajlarina sahip bir
parametrik olmayan testtir. Kesikli ya da strekli degiskenlere sahip 6rneklemlerde,

tek ve iki 6rneklem karsilastirmalarinda basarilidir (123).

2.7. R Programlama Dili

ilk defa 1993 yilinda ortaya cikan R, &ncelikle veri analizi igin yazilim ortami
saglayan bir programlama dilidir. Adini gelistiricileri olan iki istatistikci, Ross Ihaka ve
Robert Gentleman’in bas harflerinden almaktadir (124). istatistiksel programlama dili
olan S dili Gizerine C, MATLAB gibi diger dillerden kodlar eklenerek olusturulmus bir
dil olup, istatiksel modeller ve hesaplamalar lzerine pek ¢ok farkh kisi tarafindan
yazilmis programlarin kullaniimasina imkan tanimaktadir. R programlama dilinde
kullanicilar tarafindan gelistirilen bu ek programlara paket adi verilmektedir (125). Bu
sayede R programlama dilinin sundugu hazir kodlarin yani sira, R’t herhangi bir amacla
kullanmak isteyen kullanicilar, diledikleri alana uygun olarak gelistirilmis paketleri

kullanabilmekte, hatta ihtiyaclarina gore kendileri de paketler olusturabilmektedirler.
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Windows, Mac ve Linux isletim sistemlerinde kullanimi mimkiin olan R, agik kaynakli
ve Ucretsiz bir yazilima sahip R konsol ve R Studio olmak lzere iki sekilde masaustii
uygulamasina sahiptir (126). R Studio hem kodun yazilabilecegi script kismi hem de
calistirilabilecegi terminal kismina sahip olan R’in kendine ait bir kod editoridir. R
paketleri, R Studio icerisinde ¢alistirilan yikleme komutuyla, CRAN ve Bioconductor
gibi ¢evrim ici depolardan indirilebilmekte veya bilgisayardaki lokal bir kaynaktan
yuklenebilmektedir. CRAN, R paketlerinin yani sira, R'in indirilebilir kendi yazilimini,
kaynak kodlarini, dokiimantasyonunu ve arsivlenmis versiyonlarini da icermektedir
(127). Bioconductor ise 6zellikle biyolojik bilimlerle ilgili paketlerin tutuldugu, yaygin
kullanilan bir depodur (128). Bioconductor sunucusunun varligi ile de gorilebilecegi
gibi, R programlama dili biyolojik verilerin istatistiksel analizi icin siklikla basvurulan

ve yeni programlarin gelistirilebildigi bir dil 6zelligini tagimaktadir.

R’da kullanilan paketler igerisinde 6zellikle program gelistiricilerinin tercih
ettigi Shiny paketi 6n plana ¢ikmaktadir (129). Shiny, HTML, Java, SQL gibi web
yazilimi gelistirme dillerinin bilinmesine gerek olmadan web arayizli uygulamalarin
yaratilmasina olanak veren bir R paketidir. Bu sayede, Shiny tarafindan yaratilmig bir
araylze sahip web uygulamasinin, kodlama olmaksizin sadece kullanici tarafindan

girdilerinin saglanarak galistirilmasi mimkiin olmaktadir.

Kullanici dostu araglarin ve programlarin gelistirilmesine olanak vermesine
karsin, R'In birtakim dezavantajlari da mevcuttur. Genellikle Windows masadistiinde
kullanmayi tercih eden kullanicilar icin daha ¢ok bireysel amaglara hizmet etmeye
uygundur; ancak 6zellikle biylik veri iceren ve i¢ ice kodlarin kullanilmasi gereken
programlarda hiz agisindan tatmin edici olmamaktadir. Ozellikle birden fazla
programin c¢alismasini gerektirecek cesitli is akiglarinin gelistirilmesi igin yavas
kaldigindan ideal bir ortam sayilmamakta, bu tir amaclar i¢in genellikle Linux
icerisinde C++ gibi diller ve is akis araclarinin kullanilmasi tercih edilmektedir. Ek
olarak, yogun hesaplamali amacglar icin kullanilmak istendiginde kullanicinin
bilgisayarinin RAM, disk kapasitesi gibi donanimsal 6zelliklerinin R’in performansini

etkileyeceginin unutulmamasi gerekmektedir. Ancak bu kigclik dezavantajlarina
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karsin R programlama dili, siklikla glincellenen ve gelistiriimeye devam edilen, agik
erisimli, paketlerle ¢alismasi sayesinde kullanici dostu ve bilimsel camiada kullanimi
kabul goren evrensel bir programlama dili olmasi gibi sebeplerle giinimizde veri

analizindeki popdlerligini korumaktadir.
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3. BIREYLER VE YONTEM

Bu tez kapsaminda, CNV’lerin mozaisizm fraksiyonunu saptamaya yonelik R
programlama dilinde (Windows versiyon 4.0.4) Copy-fm isimli bir biyoinformatik arag
olusturulmustur. Bu aracin olusturulmasi icin 1) Daha 6nceden elde edilmis ve
deneysel olarak bu ¢alismada olusturulan mCNV iceren mikrodizin verileri elde
edilmis, 2) DANFIP vyaklasimi temel alinarak bir algoritma olusturulmus, 3)

Algoritmanin etkinligi, deneysel verilerden elde edilen sonuglara gore test edilmistir.

3.1. Bireyler

Calisma kapsaminda kullanilmak tizere 2 tir veriden faydalaniimistir. ilk grup
veri tez dncesinde TUBITAK destekli Era-Net projesi kapsamindaki EuroDBA (Proje No:
3155192) ve EJP-RD projesi kapsamindaki RiboEurope (Proje No: 3195062) projeleri
cercevesinde elde edilen bazi mikrodizin verileri ile kamuya acik olarak paylasilan
verilerdir. ikinci gruptaki veriler ise tez kapsaminda calismaya katilmayi kabul eden
katihmcilar tarafindan saglanan periferik kan 6rneklerinden elde edilen mikrodizin

verileridir.

Galismanin ikinci grup verilerinin elde edilebilmesi amaciyla Hacettepe
Universitesi Tibbi Genetik Poliklinigi’'ne basvuran bireyler calismaya davet edilmistir.
Bu kapsamda katki sunmayi kabul eden ve birbirleri arasinda aile bagi olmayan 5
saglikli kadindan kontrol grubu, bu kisilerle akrabalik bagi olmayan 1 saglkli kadin ve
oglu test grubunu olusturmak lzere c¢alismaya dahil edilmistir. Bu kisilerden elde
edilen periferik kan orneklerinin bir kismi direkt preparasyon ile FISH ¢alismasi icin
ayrilirken, bir kismi ise DNA izolasyonu ve mikrodizin ¢alismalari icin ayrilmistir. Tez
protokoliiniin Hacettepe Universitesi Girisimsel Olmayan Klinik Arastirmalar Etik
Kurulu tarafindan 02.03.2021 tarihli toplantisindaki GO 21/267 nolu oluru EK-1’de
sunulmustur. Calismaya katilan bireylerden 6zellikle cinsiyet kromozomlarina yonelik
mikrodizin calismalari yapildigi icin cinsiyet katiimcilar asagidaki kriterleri

karsilayanlar arasindan secilmistir.
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1) Katilimcilarda ileri yasta ortaya cikabilecek cinsiyet kromozomlarindaki
mozaisizmin 6niine gegebilmek igin;
a. Kontrol grubunu olusturan 5 kadin katilimcinin yaslari 18-40
arasindadir.
b. Test grubunu olusturan annenin yasi 35-50, oglunun yasi ise 18-25
arasindadir.
2) Katihmcilarda kanda mozaik degisikliklerin bulunmamasini saglamak igin;
a. Bilinen metastatik kanseri veya I6semisi olanlar c¢alismaya
alinmamustir.
b. Katilan kadinlarda son 3 ay icerisinde gebelik veya gebelik kaybi
bulunmamaktadir.
c. Katihmcilarda kromozom sayisi veya CNV ile iliskili bir hastalik veya
siiphesi bulunmamaktadir.
d. Katilimciya ait aile agacina gore katiimcida CNV bulunmasi stiphesi
yoktur.
3) Katilimcilar calismaya katilmayi kabul edip aydinlatiimis onam formunu

imzalamistir (Bkz. EK-3).

3.2. Calismada Kullanilan Deneysel Yontemler
3.2.1. FISH

Tez kapsaminda toplanan periferik kan orneklerinde X kromozomlarinda
%1’den yiliksek mozaisizm bulunmasi sonraki basamaklarda yapilacak islemlerde
sorun teskil edecegi icin, mikrodizin ¢alismalarina gegmeden 6nce her bir periferik
kan ornegi cinsiyet kromozomlarinda mozaisizm durumunu degerlendirmek amaciyla
FISH calismalari ile degerlendirilmistir. Bu amacla, 6ncelikle her bir periferik kan
orneginden direkt preparasyon yapilmis, ardindan 6rnekler FISH problariile boyanmis
ve florasan mikroskop altinda interfazdaki hiicrelerin X ve Y kromozom sayilari

degerlendirilmistir.
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Direkt Preparasyon: Calismaya katilan her bireyin sodyum heparinli tiiplerde
+4 °C'de 1 giin bekletilmis kan 6rneklerine direk preparasyon islemi yapilmistir.
isleme baslamadan 1 saat &nce 3x metil alkol ve 1x asetik asitle fiksasyon cozeltisi -
20 °C dolapta saklanmistir. Eritrositlerin hipotonik ortam olusturularak patlatilmasi
icin her bir periferik kan o6rneginden 1 ml alinarak 15 ml’lik falkon tiplere
aktarilmasinin ardindan 37 °C sicakliktaki KCI (potasyum klorir) ¢ozeltisinden 1 ml
vorteksleme islemi esliginde damlalar halinde yavasca eklenmis, ardindan hizlica 5-6
sn vorteks yapilmis ve eritrositlerin hipotonik ortamda patlatiimalari saglanmistir.
Sonrasinda 2500 rpm’de 10 dakika santrifiij uygulanmasinin ardindan siipernatan
kisim vakum pompasiyla uzaklastiriimis ve KCl ¢ozeltisi ile eritrositlerin patlatiimasi
islemi ¢okelti kirmiziligini kaybedene kadar en az 2 kez tekrarlanmistir. Kirmizi rengini
tamamen kaybetmis c¢oOzelti 6nceden hazirlanan fiksatif c¢ozeltisinden (3:1
metanol:asetik asit) 1 ml eklenerek fikse edilmis ve 2500 rpm’de 10 dk santrifj
edildikten sonra silpernatan vakum pompasiyla uzaklastiriimigtir. Ardindan her
tlpteki ¢cokelti Gzerine 10 ml fiksatif ¢ozelti eklenerek +4 °C'de 1 gece tamamen fikse

olmasi saglanmistir.

Ertesi giin o6rnekler 2500 rpm’de 10 dk santrifiij edilerek sipernatanlar
uzaklastiriimis; fiksasyon islemleri 7 ml, 5 ml ve 3 ml fiksatif ¢ozelti ile tekrarlanarak
yikamalar yapilmistir. Her bir 6érnek icin drnek numaralari ve tarihler yazilmis en az
2’ser tane lam Uzerine 3 ml’lik yikamanin ardindan kalan ¢okeltinin 1 ml fiksatif ile
sulandirilmasi ardindan, nemli bir ylizey saglamasi icin cam Pastor pipeti ile 1 damla
fiksatif damlatilarak, hafif¢ce yayilarak islatilan lam (izerine fikse edilmis 6rnek
hiicrelerini iceren ¢ozeltiden 3-4 damla yukaridan damlatilarak yayildi. Sonrasinda,
elle sallanarak kurutulan lam Uzerindeki hiicrelerin patlamasi ve hiicre ¢ekirdegi
iceriklerinin lam (izerinde yayilmasi saglandi. Lamlarin eskitilmesi igin 6rneklerin iyice
lama vyapisip kurumasi amaciyla 60 °C'ye getirilmis etlivde 1 gece boyunca

bekletilmistir.

Ertesi sabah preparatlar 1stk mikroskobuyla gozlenerek her bir lam icin

hicrelerin yogun oldugu bolge lizerine 10 ul FISH probu (DIAGEN Biyoteknolojik
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Sistemler A.S., primeFISH® ChrX/Y Sentromerik Prob Kiti) eklenip lamelle lzerleri
kapatilmistir. Arada hava kabarciklarinin kalmadigindan emin olunduktan sonra
yapistiriciyla kenar ve koseleri tamamen kapsayacak sekilde kapatilmistir. Ardindan
HYBrite hibridizasyon firininda 70 °C’'de 7 dk ve 37 °C’de 16 saate ayarli programda
hibridizasyon islemi tamamlanan Ilamlar bunu takiben Gzerlerindeki lamel
kaldirildiktan sonra 72 °C su banyosu igerisinde 0.4 x SSC ¢6zeltisinde 30 sn, ardindan
2 x SSC + Tween20 ¢ozeltisi icinde 45 sn bekletilmistir. Bu islemden sonra kurutulan
lamlar Gzerinde FISH problariile boyanan bolgeler tizerine 10 ul DAPI (4',6-diamidino-
2-phenylindole) boyasi damlatilarak daha biiyik bir lamelle hava boslugu kalmayacak
sekilde kapatilmistir.

Hazirlanan preparatlar 1sik almayacak sekilde en az 20 dk boyunca -20 °C'de
tutulduktan sonra Nikon Eclipse E800 florasan mikroskobunda her bireye ait 6rnekten
300’er tane interfaz cekirdegi icerisindeki FISH problari sayimi yapilarak CytoVision
4.0.3 (Applied Biosystems) vyazilimi kullanilarak analiz ve fotograflama
gerceklestirilmistir. Uretici firmanin talimatlarina gére X kromozomu vyesil Y
kromozomu ise kirmizi sinyalle degerlendirilmistir. Bu sayede 300 hicrenin
icerisindeki X ve Y prob sayilari incelenerek érneklerde %1’den fazla X kromozomu

mozaisizmi bulunup bulunmadigi degerlendirilmistir.

3.2.2. ?NA Orneklerinin Elde Edilmesi ve Deneysel Mozaik Delesyon
Orneklerinin Olusturulmasi

FISH testleri ile uygun 6rneklemin toplandigina emin olunduktan sonra
calismaya katilan bireylerden EDTA’ll tiplerde alinan periferik kan ornekleri +4
°C'deki dolaptan cikarildiktan sonra “Lucigen-MasterPure DNA Purification Kit for
Blood Version II” izolasyon kiti kullanilarak DNA elde edilmistir. Her bir bireyden
alinan kan orneklerinin 3 ml’si 15 ml’lik falkon tiplere aktarilarak Uzerlerine kit
icerisinde bulunan 9 ml Red Cell Lysis ¢ozeltisi eklenip alt Gst edilerek karistirilmistir.
Ornekler, buzlu kapta 10 dk boyunca bekletilip birkac kez vortekslendikten sonra 770
x g’de 3 dk santriflij yapilmis ve slipernatan uzaklastiriip4,5 ml Red Cell Lysis ¢Ozeltisi
eklenerek islemler tekrarlanmistir. Cokelti Uzerine kit icerisindeki Tissue Cell Lysis

¢Ozeltisinden 4,5 ml eklenerek karistirilmasi ve hiicrelerin pargalanmasi ardindan 15
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pl RNA pargalayici enzim olan RNase A eklenip tekrar karistirilmis ve 37 °C etiivde 30
dk inkiibasyona birakilarak RNA’lar uzaklastirilmistir. inkiibasyon sonrasi 5 dk buzda
bekletilen 6rnekler Gzerine 2,6 ml MPC protein ¢oktirictu eklenerek 10 sn
vortekslenmis ve 5500 x g'de 20 dk santriflj yapildiktan sonra DNA'yl igeren
siipernatan yeni bir tipe aktarilmistir. Yeni tliplerdeki 6rnekler tzerine 7,5 ml +4
°C’'deki izopropanol eklendikten sonra 30-40 kez alt Ust edilerek DNA'nin presipite
olmasi saglanmustir. Ornekler +4 °C’de 10 dk 1350 x g’de santrifiij edilip stipernatanin
dokulerek uzaklastirilmasinin ardindan 500 ul %70’lik etanolle yikama yapilmis ve
Sonrasinda ¢okelti ile beraber etil alkolin tamami 2 ml’lik ependorf tiipe aktarilip
pipetajile karistirilmistir. Ardindan 13000 rpm’de 1 dk santriflij yapihp etanol
uzaklastiriimis, etanolle yikama islemi tekrarlanmis ve etanolin tamamen
buharlasmasi igin 20 dk kurumaya birakilmigtir. 200 ul TE (Tris EDTA) tampon ¢ozeltisi
cokelti tizerine eklenerek 65 °C su banyosunda 10 dk bekletildikten sonra 37 °C’'deki
etivde 1 gece bekletilmis ve DNA’nin tamamen ¢6ziinmesi saglanmigtir. DNA
izolasyon isleminin ardindan kontrol ve test orneklerine ait DNA konsantrasyonlari
Nanodrop 2000c (ThermoScientific) spektrofotometrik DNA miktari 6l¢lim cihazinda
230 nm, 280 nm ve 260 nm dalga boylarinda élgilmistir. Bu sekilde izole edilen ve
yeterli konsantrasyon ve safliga sahip kontrol grubuna ait DNA ornekleri oldugu gibi
kullanilirken test grubunu olusturmakta kullanilacak anne ve ogluna ait DNA 6rnekleri

X kromozomu mozaisizm modelleri olusturmak icin farkli oranlarda karistiriimistir.

Anneler ve ogullari ortak bir X kromozomu tasimaktadirlar. Ogullarda bulunan
X kromozomlari dogal olarak annelerinden kaltildigi igin, annelerine kiyasla tam bir X
kromozomu agisindan delesyon barindirmakta, ayrica sahip olduklari X kromozomu
ise haplotip agisindan annedeki bir kromozomun tam karsiligi olmaktadir. Buna gore,
anneye ait her hiicrede ikiser X kromozomu bulunmasi sebebiyle annenin DNA 6rnegi
X kromozomunun tam olarak 2 kopyasini igceren %0 mozaik delesyon 6rnegi (TO0),
ogluna ait 6rnek ise her hiicresinde tek X kromozomu bulunmasi sebebiyle X
kromozomunun tam olarak 1 kopyasini iceren %100 mozaik delesyon ornegi (T100)
olarak tayin edilmistir. Bu iki 6rnegin konsantrasyonlarinin 100 ng/ul degerine

ayarlanmasi ardindan farkli oranlarda karistiriimasi ile farkli deneysel mozaik
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delesyon ornekleri olusturulmustur. Buna gore, anne ve ogul DNA’lari kullanilarak X
kromozomu delesyon mozaisizmine yonelik normalden tam delesyona olmak lzere;
TO, T5, T10, T20, T35, T50, T65, T80, T90, T95, T100 ismi verilerek farkli mozaisizm

oranlarinda hazirlanan 11 adet deneysel delesyon 6rnegi olusturulmustur (Tablo 3.1).

Tablo 3.1. Anne-ogul DNA orneklerinin  farkh mozaik delesyon modeli
orneklerinin olusturulmasi igin yapilan karisimlar.

Ornek fm TO (Anne)  T100 (Ogul)
ehix ad (delesyon) (100 ng/ul) (100 ng/ul)
Anme Kopya Sayisi TO %0 20 ul oul
2 _ T5 %5 19 ul 1l
B & 110 %10 18 ul 2 4l
e,  T20 %20 16 ul 4l
7 Farki e’ T35 %35 13 pl 7 ul
Ogul (oranlarda }—| % TS0 %50 10 pl 10
Karistir . T65 %65 7 ul 13
S5 T80 %80 4l 16 pl
so0  T90 %90 2 ul 18 ul
. ¢ 7195 %95 1ul 19 pl
T100 %100 oul 20 ul

Affymetrix SNP Mikrodizin igin 6rnek basina 5 pul DNA’ya ihtiyag olup Illumina

hazirlanan DNA’lar, mikrodizin uygulamasina kadar -20 °C’de saklanmistir.

3.2.3. SNP Mikrodizin Yontemi

vy

Mikrodizin islemleri, K1-K5 seklinde isimlendirilen 5 “kontrol 6rnegi” ve “test
ornegi” olarak kullanilan ve TO-T100 seklinde isimlendirilen 11 delesyon mozaisizmi
ornegi olmak Ulzere ayni anda hazirlanmis toplamda 16 adet DNA 6rnegi Affymetrix
ve lllumina olmak Gzere iki farkh mikrodizin platformunda gahsiimistir. Boylece farkli
platformlarda gergeklestirilen deneyler arasi varyasyonu en aza indirmek

hedeflenmistir.

Affymetrix icin CytoScan Optima mikrodizin cipleri kullanilirken lllumina igin
Human CytoSNP-12 v2.1 BeadChip mikrodizin cipleri kullanilmistir. Affymetrix
mikrodizini icin drnekler Hacettepe Universitesi’'nde calisilirken Illumina mikrodizin

islemleri ise Gen Era Diagnostik A.S’den hizmet alimi yoluyla gerceklestirilmistir. SNP
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mikrodizini yapilmasi amaciyla elde edilen DNA 6rnekleri Affymetrix CytoScan Optima
mikrodizin ¢ipleri kullanilarak Uretici firmanin 6nerdigi CytoScan® Optima Assay
kitapgigina uygun hazirlandiktan sonra Affymetrix GeneChip® Scanner 3000
mikrodizin sisteminde calisiimistir (130). 5 kontrol ve 11 test 6rnegi olmak lzere
toplam 16 6rnek 8 6rnek calismasini bir seferde yapacak sekilde 2 seferde calisiimistir.
Mikrodizin islemi icin takip edilen basamaklar Sekil 3.1’de 6zetlenmis ve mikrodizin

isleminde izlenen basamaklar ilerleyen paragraflarda detayl agiklanmistir.

—

“ . Orneklerin PCR ile Ciplerin prob hibridizasyonu
Orniellerden genomik DNA ? amplifikasyonu ve icin hibridizasyon firminda
hazirlanmasi — 4 ;
fragmentasyonu — bekletiimesi

—
—

Y

Mspl ez
Restriksiyon enzimiyle /; 6rneilr:grl:‘?r:r(:§:rl1lme§si s A Ciplerin yikama istasyonunda
DNA'nin kesilmesi ¢ denalifre sdilmasi X yikanmasi ve boyanmasi o
~ s ancCboeoTa ¥ .
= scas : Ciplerin tarayicida
DNA Ligaz enzimiyle ligasyon s Denera;?:(r;gglilrr‘m? (I)er:ﬁilenn gorintilenmesi ve .CEL
isleminin yapiimasi Uk\enr?wssi formatinda mikrodizin sinyal
Y verilerinin elde edilmesi

Sekil 3.1. Affymetrix CytoScan Optima mikrodizin platformunun deneysel
uygulama basamaklari.

Sekilde SNP mikrodizin basamaklari; 6rneklerin hazirlanmasi, DNA'nin
kesimi, ligasyon, PCR ve fragmentasyon, isaretleme, mikrodizin gipine
yikleme, hibridizasyon, yikama+boyama ve analiz basamaklari
O0zetlenmektedir.

Orneklerin hazirlanmasi: DNA &rnekleri ¢6ziindiikten sonra &nerilen
mikrodizin protokoliine gére 50 ng/ul olacak sekilde sulandirilip 1,5 ml’lik Ependorf
tiplerine aktarilmistir. Ornekler santrifiij edildikten sonra her birinden alinan 5 pl

DNA yeni tiplere aktarilmistir.

Restriksiyon enzim kesimi: Buz (zerinde protokolde 8 6rnek icin onerildigi
sekilde Nsp | tamponu, niikleaz icermeyen su, 100X BSA ve Nsp | kesim enzimi
kullanilarak stok hazirlandiktan sonra hazirlanan DNA o6rneklerine paylastirilmistir.
Sonrasinda termal dongl cihazinda onerilen kesim kosullarinda enzim kesimi

gerceklestirilmistir.
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Ligasyon: Buz Uzerinde CytoScan Optima protokoliine gore 8 oOrnek igin
Onerilen miktarlarda DNA ligaz tamponu, Adaptor, Nsp | ve DNA ligaz enzimi
karistirilarak stok hazirlanmis ve 8 tiipe dagitilmistir. Ornekler dnerilen kosullarda

termal dongl cihazinda galistirilarak adaptor dizilerin ligasyonu tamamlanmustir.

PCR: Ligasyon islemi vyapilmis DNA oOrnekleri belirtilen miktarda
sulandirilmistir. Ardindan PCR igin niikleaz igermeyen su, CytoScan Taq tamponu, 5M
Betain, dNTP, PCR primeri, CytoScan Tag DNA Polimeraz ile stok hazirlanmis ve her
bir 6rnek PCR ile amplifiye edilmistir. Termal déngl cihazinda PCR sonrasi her bir
ornege ait PCR Urinlerinin agaroz jel elektroforezinde yiritilip fotograflanarak

kontrol edilmistir.

PCR pirifikasyonu: Her bir PCR {rlini 2 ml'lik tlplere aktarildiktan sonra
Uzerlerine purifikasyon bead (DNA’ya baglanan mikroskobik boncuklar) eklenerek
karistinlmigtir. Daha sonra ornekleriigeren tiplerin dniine manyetik stant yerlestirilip
DNA’ya baglanan boncuklar sayesinde PCR driinlerini iceren ¢okeltinin bir tarafa
toplanmasi saglanmis kalan siipernatan pipetle uzaklastiriimistir. Manyetik pelet kit
icerisinde yer alan etanolle sulandiriimis yikama tamponu ile iki kez yikandiktan sonra
tlplerde bulunan manyetik boncuklar ellisyon tamponuyla yikanarak purifikasyon

tamamlanmistir.

Miktar tayini: Pirifikasyon sonrasi 6rneklerin DNA miktarlari NanoDrop ND-
3000 spektrofotometresi kullanilarak CytoScan Optima protokoliinde tarif edildigi
dalga boylarinda yapilan 6lgiimler sonucunda ~2500 ng/ul’ye sahip 6rnekler uygun

kalitede kabul edilmistir.

Fragmentasyon: Fragmentasyon tamponu, fragmentasyon enzimi ve nikleaz
icermeyen su ile CytoScan Optima protokoliinde belirtildigi sekilde hazirlanip
orneklere paylastirildiktan sonra PCR cihazinin fragmentasyon gergeklestirilmistir.
Fragmente edilen O6rnekler protokolde belirtildigi sekilde jel elektroforezde

yiuritilerek fragment boyutlarinin 25 bp ile 125 bp arasinda oldugu dogrulanmistir.
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Etiketleme: Fragmente edilen DNA 6rneklerinin biyotin ile etiketleme iglemi
icin, CytoScan Optima Kit icerisinde yer alan TdT tamponu, DNA etiketleme belirteci
ve TdT enzmiyle hazirlanan stok érneklere paylastiriimis ve termal déngi cihazinda

etiketleme igin belirtilen kosullarda gahstiriimistir.

Hibridizasyon: Uzerine 6rnek numaralari yazilan Affymetrix CytoScan
mikrodizin gipleri AGCC Portal yazilimi igin 6nerildigi sekilde mikrodizine 6zgii ¢alisma
adi 6rnek numaralari ile kaydedilmis, cipler bilgisayara okutularak eslesme
saglanmistir (131). Protokole uygun olarak hibridizasyon stogunun hazirlanmasi igin
4 adet hibridizasyon tamponu ve oligo kontrol belirteci kullanilmistir. Hazirlanan stok
orneklerle karistirilmis ve termal doéngl cihazinda belirtilen denatirasyon
kosullarinda denatiire edilmis, ardindan 6rnekler 6nerilen sekilde pipet yardimiyla
ciplere aktarilmistir. Hava kabarciklarinin giderilmesi icin birka¢ kez pipetaj
yapildiktan sonra giplere yiiklenen 6rnekler hibridizasyon firinina yerlestirilerek 16

saat boyunca hibridizasyon gergeklestirilmistir.

Orneklerin yikanmasi, boyanmasi ve taranmasi: Hibridizasyon sonrasi 8
ornek, Fluidics 450 yikama istasyonunda kitin icerisinde yer alan 2 adet yikama
tamponu, mikrodizin tutma tamponu ve boyama tamponu (streptavidin/biyotin
boyama) ile yikanmis ve boyanmistir. Bu islemlerin ardindan cipler birer birer
Affymetrix GeneChip Scanner 3000 7G cihazinda okutularak .CEL dosya formatinda

kaydedilip sinyal goriintileri kontrol edilmistir.

Mikrodizin analizi: Affymetrix mikrodizini icin sinyal siddetlerine ait bilgileri
iceren .CEL formath ham veri dosyalari ChAS (Chromosome Analysis Suite) v4.2.1
yazilimi igindeki Analysis Workflow modli ile hg19 referans genomuna uygun olarak
ChAS yazilimi tarafindan okunabilir formattaki .cychp dosyalarina dénustirilmastir
(Bkz. EK-4) (132). Ardindan Copy-fm ile ilgili islemlere gegilmeden 6nce kontrol
ornekleriile test 6rneklerinden TO ve T100 ChAS yazilimi ile BAF ve LRR grafiklerinden
yararlanilarak X kromozomundaki germline CNV’ler, mCNV’ler ve LOH bolgeleri

acisindan analiz edilmistir.
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[lumina mikrodizin verileri ise hizmet alimi islemi sonrasi .idat formatindaki
ham veriler seklinde yiklenici sirket tarafindan teslim edilmis ve Human CytoSNP-12
v2.1 BeadChip mikrodizinine uygun olarak SNP manifest dosyasi HumanCytoSNP-
12v2-1_LM.bpm ve cluster dosyasi HumanCytoSNP-12v2-1_LM.egt kullanilarak agik
erisimli ve Windows tabanli lllumina GenomeStudio v2.0.5 yazilimi kullanilarak analiz
edilmistir (Bkz. EK-6)(133, 134). Bu analiz sirasinda tiim bireyler icin ayri olmak lizere
FinalReport adl .txt formatinda nihai veri tablolari elde edilmistir. Once lllumina
Beeline 2.0 yaziimiyla .idat dosyalarinin genotip bilgileri islenerek .gtc dosyalarina
cevrilmesi, ardindan BlueFuseMulti v4.5 yazihmiyla BAF ve LRR grafiklerinin
gorintilenmesiyle, Affymetrix mikrodizin verilerinin analizinde oldugu gibi, her bir
ornege ait X kromozomlarindaki germline CNV, mCNV ve LOH bdlgelerinin analizi

gercgeklestirilmistir (135, 136).

3.3. Copy-fm Algoritmasinin Olusturulmasi

Tez calismasinda olusturulan Copy-fm algoritmasi, R programlama dilinde 3
farkh fonksiyon seklinde tasarlanmis olup bu fonksiyonlar, islevleri ve arglimanlari

asagida siralanmistir:

i. On Veri isleme Fonksiyonu (preprocess): Bu fonksiyon Affymetrix ve
llumina tarafindan elde edilen ham mikrodizin verilerinden Copy-fm’e uygun
formatta kontrol ve test drnekleri icin tablolar olusturmayi saglamaktadir. Fonksiyon
icin olusturulan argiimanlar asagidaki gibidir:
preprocess(path, data_type, save=T, save_file)
path: Alinan verinin dosya sistemindeki konumunu gostermektedir.
data_type: Verinin hangi mikrodizin platformuna ait oldugunu gostermektedir.
“Affymetrix” veya “lllumina” olarak belirtilebilir.
save: Olusturulan veri tablosunun bilgisayar dosya sistemi igerisinde kaydedilip
kaydedilmeyecegini gbsteren mantiksal argiimandir. Varsayilan deger T (true) olarak
belirlenmistir.
save_file: Dosya kaydedilecekse bunun dosya sistemindeki konumunu

gostermektedir.
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ii. Copy-fm Analiz Fonksiyonu (fm): Bu fonksiyon Copy-fm algoritmasini
kullanarak belirli bir genomik lokustaki fn degerini hesaplamaktadir. Fonksiyon igin
olusturulan arglimanlar asagidaki gibidir:
fm(control, sample, chromosome, position_start, position_end, data_type,
conf=0.01, het _int=0.35, control_het _check=T, control_het check threshold=0.8,
seed=42, plot_disomy=F, plot_ks=T, plot_models=T, mosaicism_dist=F, n_loop=NA)
control: preprocess isleminden gecmis csv formatindaki kontrollere ait dosyadir.
sample: preprocess isleminden gecmis csv formatindaki test 6rnegine ait dosyadir.
chromosome: fy, hesaplamasi yapilacak olan genomik lokusun icinde bulundugu
kromozomu belirtmektedir.
position_start: f,, hesaplamasi yapilacak olan genomik lokusun kromozomdaki
baslangi¢ pozisyonunu belirtmektedir.
position_end: f,, hesaplamasi yapilacak olan genomik lokusun kromozomdaki bitis
pozisyonunu belirtmektedir.
data_type: Verinin hangi mikrodizin platformuna ait oldugunu goéstermektedir.
“Affymetrix” veya “lllumina” olarak belirtilebilir.
conf: Kontrol ve test drneklerine ait “Confidence” kolonundan segilecek olan gliven
skoru degerlerinin sinirini belirlemektedir. Varsayilan deger 0,01 olup, bu parametre
sadece data_type olarak Affymetrix secildiginde islev gormektedir. lllumina
platformu icin bu argliman kullanilmamaktadir.
het_int: Kontrol ve test drneklerinden segilecek olan heterozigot BAF degerlerinin
araligini belirtmektedir. Varsayilan deger olan 0,35 degeri, 0,5 + 0,35 araligindaki,
baska bir deyisle, 0,15 ile 0,85 arasinda yer alan BAF degerlerinin secilmesini
saglamaktadir.
control_het_check: Kontrollerdeki heterozigot BAF degerlerinin vyeterli olup
olmadigini sorgulayan fonksiyonun uygulanip uygulanmayacagini belirtmektedir.
Mantiksal argiman olup T varsayilan olarak belirlenmistir.
control_het_check_treshold: control _het check fonksiyonu uygulanacagi zaman
kontrollerdeki ortalama heterozigot varyant sayisi ile control_het check_treshold

degeri carpilarak o genomik lokus icin bir 6érnegin sahip olmasi gereken minimum
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heterozigot varyant sayisi limiti belirlenir. Minimum heterozigot varyant sayisinin
altinda heterozigot varyant iceren kontroller analizden ¢ikarilir. Varsayilan degeri
0,8’dir.

seed: Copy-fm algoritmasi icerisinde bazi asamalarda randomizasyon islemlerine
ihtiyac bulunmaktadir. Copy-fm calistirildiginda her seferde ayni sonuclarin elde
edilmesi icin belirli bir “seed” deger belirlenmektedir. Buna gore, varsayilan deger
olarak rasgele 42 belirlenmistir. Bu argiman kullanici tarafindan degistirilebilir; ancak
arglimandaki degisikliklerin sonuglarda kiglk etkileri olmasi beklenmektedir.
plot_disomy: Algoritma icerisinde kontrollerden bir ideal dizomi (kopya sayisi=2) CDF
modeli olusturulmaktadir. Bu argliman ideal dizomi grafiginin ¢gizdirilmesini mantiksal
arglimanla agmak veya kapatmak icin bulunmaktadir. Varsayilan degeri F (false)’dir.
plot_ks: Kolmogorov-Smirnov (KS) test istatistiginin sonug grafiginin gizdirilip
gizdirilmeyecegini belirten mantiksal argimandir. Varsayilan degeri T’'dir. Ancak
scanfm algoritmasinda bu parametre F olarak calistirilmaktadir.

plot_models: Kontroller ile test Orneginin varyantlarindan modellenmis nihai
CDF’lerin gizdirilip ¢izdirilmeyecegini belirten mantiksal arglimandir. Varsayilan
degeri T'dir. Ancak scanfm algoritmasinda bu parametre F olarak ¢alistiriimaktadir.
mosaicism_dist: fn, hesaplamasinin ¢ok sayida iterasyonlar seklinde yapilmasini
saglayan veya engelleyen mantiksal argimandir. Varsayilan degeri F'dir. Kullanildigi
takdirde R tarafindan atanan rasgele seed degerlerinde yapilan hesaplamalarin
ortalamasi nihai sonuc olarak bildirilmektedir.

n_loop: mosaicism_dist T olarak belirtilmisse bu argiimanla f, hesabinin kag

iterasyon ile yapilacagi belirtiimektedir.

iii. Copy-fm Tarama Fonksiyonu (scanfm): Bu fonksiyon fm fonksiyonunu
kullanarak kayan cerceveler seklinde belirtilen genomik lokuslar icerisinde mozaik
CNV bolgelerini aramaktadir. Fonksiyon icin olusturulan arglimanlar asagidaki gibidir:
scanfm(control,sample,chr=all,sex,data_type, window_width=10, window_shift=0.5)
control: preprocess isleminden ge¢mis kontrollere ait csv formatindaki dosyadir.

sample: preprocess isleminden ge¢cmis test 6rnegine csv formatindaki ait dosyadir.
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chr: Kromozom numaralarini alan arglimandir. Tamami taranacak bir kromozomu
veya tim genomu belirtmektedir. Varsayilan deger “all” olarak belirlenmis olup tim
kromozomlari iceren genomun taranmasi anlamina gelmektedir.

sex: Test Ornegi icin cinsiyet belirten arglimandir. Eger “f” olarak belirtilmisse “X”
kromozomu tarama islemine dahil edilecektir. “m” belirtildigi takdirde sadece 22
otozomal kromozom taranacaktir.

data_type: Verinin hangi mikrodizin platformuna ait oldugunu goéstermektedir.
“Affymetrix” veya “Illumina” olarak belirtilebilir.

window_width: Taranacak genomik lokusun igerisinden segilecek pencerelerin
genigligini Mbp (milyon baz cifti) cinsinden belirtmektedir. Varsayilan degeri 10 olup
bu deger pencere genisliginin 10 Mbp olmasi anlamina gelmektedir.

window_shift: Genomda taranacak pencere boyutunun baslangic ve bitis
pozisyonlari  window_width ile window_shift degerlerinin c¢carpimi ile
belirlenmektedir. Varsayilan degeri 0,5 olup bu deger pencere pozisyonlarinin bir
sonraki dongiide window_with degerinin yarisi kadar kaydirilarak f,, hesaplamasi

yapilacagi anlamina gelmektedir.

Copy-fm aracinin fm hesaplamasinda yaptigl analiz genel bilgiler béliminde
bahsedilmis olan DANFIP algoritmasina (26) benzemekte olup bu islemi
gerceklestiren tim basamaklar fm fonksiyonu altinda toplanmistir. Bu algoritma;
mozaik CNV icerdiginden siphelenilen bir test 6rnegi icin, belirli bir genomik
bolgedeki heterozigot BAF degerlerinden kimilatif dagilim fonksiyonu (CDF,
Cumulative Distribution Function) olusturduktan sonra, ayni genomik bdlgeden
kontrol drnekleri verisine dayanilarak modellenmis mozaisizm CDF’leri ile kiyaslama
yapilmasi esasina dayanmaktadir. CDF'in temelde bir olasilik dagilimi olmasi,
dolayisiyla O ile 1 arasinda degerler alabilmesi ve dagilimin sadece bu aralikta
kalmasiyla dagilimlarin optimum analizi saglanabilmektedir. CDF’lerin kiyaslanmasi
icin uygulanan rezidiiel karelerinin toplami (residual sum of squares, RSS) yontemine

ek olarak Kolmogorov Smirnov (KS) testi uygulanmistir.
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Olusturulan model CDF’ler delesyon ve c¢esitli duplikasyon senaryolarina gore
farkl hesaplamalar gerektirmekte olup izlenen yéntem Bolim 3.3.3 ve 3.3.4’te
detaylandiriimistir. Model CDF’ler ile test CDF’si arasindaki kiyaslamalar test edilen
ornege en benzer mozaisizm modelini KS testinde en dislk test istatistigi degerini (D
istatistigi) bularak belirlemekte ve bu deger Copy-fm tarafindan f., olarak
sunulmaktadir. Ayrica, yine KS testine dayanilarak %95 gilven aralig da
hesaplanmaktadir. Algoritmanin kontrol ve test 6rneklerinden heterozigot BAF olarak
kabul ettigi degerlerin secimi konusunda Bolim 3.3.2’de detaylandirilan bazi
ozellikleri Copy-fm’in analiz algoritmasinda hatalara yol acabilecek senaryolarda

dogru sonuca ulasmasini saglamaktadir.

3.3.1. Farkli Mikrodizin Platformlarindan Elde Edilen SNP Mikrodizin
Verilerinin On Veri isleme ile Analize Hazirlanmasi

Affymetrix icin kontrol ve test orneklerine ait ChAS yazilimiyla elde edilen
cychp uzantili mikrodizin dosyalari Affymetrix’in APT (Analysis Power Tools) v2.11.4
adh araci ile R’da c¢alstinlarak .txt formatinda okunabilen dosyalara
donustirdlmistir (Bkz. EK-5). Ardindan hem Affymetrix hem de Illumina
mikrodizininden elde edilen ve “kontrol 6rnegi” olarak kullaniimasina kullanic
tarafindan karar verilen verilere ait .txt dosyalari R’da 6n veri isleme basamaginda
preprocess fonksiyonu ile uygun tablo formatinda birlestirilmektedir. Gene her iki
platformdan elde edilen ve kullanici tarafindan mCNV’ler agisindan test edilmesine
karar verilen “test 6rnegi”ne ait veriler preprocess fonksiyonu ile ayni 6n veri isleme
basamagindan gecirilmektedir. Bunun sebebi, kontrol ve test 6rneklerinin verilerinin
Copy-fm’in fm fonksiyonu icerisine ayri yollardan girip (control, sample) ayri analiz
basamaklarindan gecerek islenmesi gerekliligidir. Birlikte ayni analizin igerisine
girecek tim kontrol ve test Ornekleri icin elde edilen veri ayni mikrodizin
platformundan elde edilmis olup BAF ve LRR degerlerini igermelidir. Copy-fm her
cahistinldiginda ayni kontrol érnekleri ve test drnegi icin 6n veri isleme basamaginin
tekrar cahlstirlmasi gerekmemekte, bu islemin bir kez vyapilip 6rneklerin

kaydedilmesiyle ayni 6rnekler baska analizler i¢in kullanilabilmektedir.
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Ancak on veri isleme basamaginda Affymetrix ve Illumina verilerinin
islenmesinde 2 fark bulunmaktadir. Birincisi, Affymetrix platformunda SNP problari
icin bir gliven skoru (confidence) degeri sunuluyorken, lllumina igin boyle bir verinin
kendi analiz platformunda yer almamasidir. Bu sebeple, 6n veri isleme basamaginda
preprocess fonksiyonunda, Illumina verisi icin “Confidence” isimli bir situn
olusturulmamaktadir. ikinci fark ise, Affymetrix platformu direk CN degerini yansitan
“SmoothSignal” adh bir veri sunmasidir. Bu veri Affymetrix’in kendi algoritmasinin CN
degeri hesaplamak icin LRR degerleri lizerinde yaptigl normalizasyon asamasindan
farkli degerlendirme olup daha “6nci” LRR degerlerinden kdken almaktadir. Bu
sebeple islenmis LRR degerleri yerine Affymetrix icin “SmoothSignal”, Illumina icinse

“LRR” stitunu orneklerin tablosuna dahil edilmektedir.

3.3.2. Kontrol ve Test Orneklerinde Analiz Edilebilir Varyantlarin Segimi

Copy-fm heterozigot genotipte SNP’lerin BAF degerlerini degerlendirerek tim
analizlerini gerceklestirmektedir. Bu nedenle, heterozigot SNP’lerden fakir genomik
bolgelerde Copy-fm’in ¢alismamasi veya bazi diizeltmeler yaparak calismasi
gerekmektedir. Bu nedenle, Copy-fm algoritmasinda fm hesaplamasiile ilgili islemlere
gecilmeden o6nce kontrol ornekleri ve test o6rneginde heterozigot varyantlar
sayllmakta ve farkli senaryolara gore Copy-fm islemi durdurmakta veya bazi

degisikliklerle devam etmektedir.

3.3.2.1. Kontrollerdeki Heterozigot Varyant Sayisinin incelenmesi

Copy-fm, heterozigot varyantlarla calistigi icin hi¢c heterozigot varyantin
bulunmadigl uzun LOH bdlgeleri, min_het (analiz edilebilir minimum heterozigot
varyant sayisi) degerinin ¢ok disik olmasina sebep olarak hesaplamalarin yanlis
sonuc vermesine yol agmaktadir. Bu amacla, bir kontrol 6rneginin LOH bolgesine denk
gelmesi veya germline CNV barindirmasi durumunda bu kontrol érneginin model
olusturma islemleri baslamadan otomatik olarak analizden g¢ikarilmasi icin bir
algoritma olusturulmus ve Sekil 3.2 (zerinde Turuncu Bolge’de gosterilmistir.

Olusturulan algoritma 2 yaklasimi icermektedir:
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LRR degerleri kullanilarak elde edilen kopya sayisi (CN, Copy Number)
degerlerinin hem t testi hem de z testi ile CN degerinin 2’den yani
normalden farkli olup olmadiginin test edilmesi.

Her bir kontrol 6rnegine ait heterozigot varyant sayisinin kontrollerin
ortalama heterozigot varyant sayisinin belirlenen esik degerin altinda kalip

kalmadiginin test edilmesi.
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Copy-fm’de kontrol ve test Orneklerinin analize uygunlugunun
degerlendirilmesi icin gelistirilen is akisi.

Tez galismasi kapsaminda olusturulan Copy-fm is akisinda verilerin
analize uygunlugunun degerlendirme slreci goriilmektedir. Turuncu
bélge: Kontrol 6rneklerinin uygunlugunun degerlendirilmesine yonelik
is akisi. Mor bélge: Test 6rneginin uygunlugunun degerlendirilmesine
yonelik is akigi. Kirmizi ile yazilan degerler Copy- fm olusturulurken
belirlenmis ve bazilari kullanici tarafindan da degistirilebilen
degiskenlerdir.

ilk test edilen olasilik CNV bélgelerinin tespitine yoneliktir ve heterozigot

varyant secimi yapilmadan 6nce, eger platform Affymetrix (data_type=="affymetrix”)

ise kontrollere ait SmoothSignal degerleriyle, lllumina ise LRR degerlerinden

hesaplanan CN degerleriyle normal diploid kopya sayisi olan 2’den anlamli bir

farklihgin varligini test etmektedir. Bu yaklasimin ise yararhligi hem z hem de t testleri

ile denenmis ve uygun olan test ile Copy-fm algoritmasi olusturulmustur. Buna gore,
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test istatistiginde CN degeri normalden farkli olan kontrol 6rnekleri analize dabhil
edilmemektedir.

ikinci test edilen olasilik ise, kontrol érneklerinin her birinde yeterli sayida
heterozigot varyant bulunup bulunmadigidir. Bu amacgla, dncelikle kontrol érnekleri
icin heterozigot varyant se¢imi 0,5 — het_int < BAF < 0,5 + het_int formiliine
yerlestirilmek Uzere het_int=0,35 parametresine gore yapilmaktadir. Bu deger
heterozigot varyantlarin 0,5 etrafinda dagilan BAF degerlerinden alinacak sinir
degerlerine yonelik belirlenmis varsayilan bir degerdir. Buna gore, 0,35 degeri sinir
olarak belirlendiginde, 0,15 ile 0,85 degerleri disinda kalan BAF degerleri homozigot
varyantlar bu aradaki BAF degerine sahip varyantlar ise heterozigot varyantlar olarak
kabul edilmektedir. Bir genomik lokusta tim kontrol 6rneklerinin benzer sayida
heterozigot varyanta sahip olmasi beklendiginden, incelenen genomik lokustaki her
kontrol orneginde bulunan heterozigot varyant sayilip bunlarin ortalamasi
hesaplanmaktadir. Ardindan her bir kontrol 6rnegine ait heterozigot varyant sayisi bu
ortalamanin control_het_check_treshold parametresi (0 ile 1 arasinda) ile ¢arpimi
sonucu bulunan sayi ile kiyaslanmaktadir. Bu sayinin altinda heterozigot varyant
sayisina sahip kontroller analizden uzaklastiriimakta, béylece sonraki islemlere az
varyant verisi ile devam etmenin 6nline gecilmektedir. “control_het_check_treshold”
parametresi varsayilan degeri %80 olarak ayarlanmistir ve degistirme secenegi
kullaniciya sunulmustur. Her iki yaklasimla da Copy-fm, atilan kontrol 6rnegine iliskin
“Control #(kontrol numarasi) is not suitable and will be ignored." uyarisi olusturarak

analizleri gergeklestirmektedir.

Kontrol 6rneklerinin atilma fonksiyonunun basari ile ¢alisip ¢alismadigi belirli
bir lokusta LOH bdlgesi icerdigi bilinen kontrol 6rnekleri kullanilarak test edilmistir. 5
kontrol 6rnegi ile gerceklestirilen tiim analizlerde kontrol 6rneklerinden bir tanesinin
LOH bolgesi icerdigi 5 farkl genomik lokustaki kontrol 6rneklerinin uzaklastirilarak
analize devam edilebilmesi fm fonksiyonunun bu o6zelliginin test edilmesi icin

kullanilmistir.
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3.3.2.2. Test Orneginde Heterozigot Varyant Sayisinin incelenmesi

Test edilen ornekte de heterozigot varyant sayisinin segilmesi het_int
parametresine gore belirlenmektedir. Kontrollerle ayni sekilde bu degerin test 6rnegi
icin de varsayilani 0,35’dir. Ancak test edilen 6rnekte ylksek fm degerlerinde mozaik
delesyon bulunmasi ve het_int degerinin varsayilan 0,35 degeri ile analiz yapilmasi
durumunda, bu 6rnege ait aslinda mozaik heterozigot olan varyantlar Copy-fm
tarafindan homozigot olarak degerlendiriimekte ve sonraki asamalarda analizden
cikarilmaktadir. Yuksek oranh delesyon mozaisizmlerinde ve test érnegindeki LOH
bolgelerinde sorun yaratan bu durum, ¢ok az sayida heterozigot varyantla giivenilirligi
disiik ve yanhls sonuclarin elde edilmesine sebep olmaktadir. Bu sorunu asmak
amaciyla, test 6rneginde de beklenenden az heterozigot varyant bulunmasinin tespiti
ve bu durumda Copy-fm’in yaptigi analizlerde kullanicinin uyarilmasini saglayan bir

algoritma olusturulmustur.

Bu algoritmaya gore test 6rnegindeki heterozigot varyantlarin uygunlugunun
incelenmesi icin, oncelikle test orneginde kontrollere kiyasla t testinde anlamh
derecede dislik sayida heterozigot varyant bulunup bulunmadigi test edilmektedir.
Buna amagla, test 6rnegi icin sayilan heterozigot BAF degerleri het_int degerine gore
secildikten sonra t testi kullanilarak kontrollere ait optimum BAF sayisiyla
kiyaslanmistir. Test 6rnegindeki heterozigot varyant sayisi yeterliyse Copy-fm uygun
CNV modeline gore hesaplamalara devam etmektedir. Algoritma hesaplama
yapmaya devam edecegi zaman kontrollerin yeterli sayidaki heterozigot varyant
sayisi ile test orneginde belirlenmis yeterli sayidaki heterozigot varyant sayisindan
minimum olan sayida varyanti tim kontrol ve test 6rneklerinden rasgele se¢mektedir.
Tim orneklerden esit sayida alinacak olan minimum heterozigot varyant sayisi

min_het olarak tanimlanmaktadir.

Yeterli sayida heterozigot varyant bulunmamasi durumunda ise farkh
senaryolar s6z konusu olabilmektedir. Bunlari ayirt etmek icin z testi ile test
ornegindeki LRR veya SmoothSignal degerlerinden hesaplanan CN degerinin 2’den

farkl olup olmadigi arastirilmaktadir. Kopya sayisinin 2 oldugu; ancak yetersiz sayida
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heterozigot varyant bulunan durumlar bir LOH bdlgesi iginde bulunulmasi olarak
degerlendirilmekte ve Copy-fm kullaniciyi “Warning: UPD/homozygosity region”
mesajl ile uyarmakta ve analizi durdurmaktadir. Kopya sayisinin 2’den dusiik oldugu
ve test orneginde yetersiz sayida heterozigot varyant bulunan durumlar ise yiliksek
oranli mozaik delesyon (fn=0,8) durumlarini isaret etmektedir. Bu durumda, Copy-fm,
once kullaniciyl het_int parametresini degistirmesi icin “Warning: heterozygous BAF
values are too low to estimate mosaicism, change het_int” seklinde uyarmaktadir.
Ardindan het_int parametresi 0,35 ile 0,5 arasi bir degerle degistirilerek tekrar
hesaplandiginda (ideal olarak 0,4, 0,45 ve 0,5) yuksek oranli delesyon mozaisizmleri
hesaplanabilmektedir. Bu amagla kullanilan algoritma Sekil 3.2 {izerinde Mor

Bolge’de gosterilmistir.

Yiksek oranli delesyon mozaisizmlerinin het_int degeri degistirilerek
hesaplanmasina alternatif bir yaklasim, test 6rnegine ait tiim BAF degerlerinin ters
cevrilerek (invert) homozigot BAF degerlerinin orta 0,5 hattina getirilmesiyle analize
dahil edilmesini saglayan bir algoritmadir. Bu yaklasima gére, BAF>0,5 ise BAF-0,5;
BAF<=0,5 ise BAF+0,5 formilii uygulanarak homozigot varyantlarla heterozigot
varyantlarin yer degistiriimesiyle het_int degistirmeden analizin mimkiin olabilecegi
dusltintlmustir. Copy-fm’e bu algoritma entegre edilerek “het_int degistirme” ile
“BAF ters cevirme” islemlerinin sonuglar karsilastiriimistir.  Copy-fm’in test
orneklerindeki LOH bolgelerini ve yiliksek oranli mozaisizmi bulma basarisi bu

bolgeleriicerdikleri bilinen érneklerde incelenmistir.

3.3.3. Kontrollerden Mozaisizm Modellerinin Olusturulmasi

Modellerin olusturulmasi kontrol orneklerindeki BAF degerleri segildikten
sonra bunlarin siralanmasi, normalize edilmesi ve satir ortalamalarindan olusturulan
“Point By Point Average” (point_by point_avg) degerlerinin elde edilmesinin
ardindan gerceklestirilen randomizasyonla farkli senaryolara ait beklenen BAF

degerlerine uygun similasyon formiillerinin uygulanmasi asamalarini icermektedir.
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3.3.3.1. Mozaisizm Modelleri icin BAF Degerlerinin  Segilmesi,
Normalizasyon ve “Point By Point Average” Olugturulmasi

Copy-fm kontrol o6rneklerinin analize uygun heterozigot BAF degerleri
min_het olarak belirlendikten sonra her birinden BAF degerleri sayip siralamaktadir.
Ardindan kontrollerin BAF degerleri beklenen heterozigot BAF degeri olan 0,5’e
normalize edilmekte ve normalize edilmis BAF degerlerinin bulundugu tiim satirlarin
ortalamasi alinarak point_by_point_avg adinda tek bir dataframe olusturulmaktadir.
Bu asamada olusturulan dataframe artik ideal dizomi dagilimini (ID,
ideal_disomy_dist) gosteren kimdilatif dagihm fonksiyonunu teskil etmekte ve

mozaisizmin olmadigi ideal dagilimi yansitmaktadir.

3.3.3.2. Randomizasyon ve Mozaisizm Formiilleri ile Model Kiimiilatif
Dagilim Fonksiyonu Simiilasyonlarinin Olusturulmasi

Mozaik CNV modellerinin olusturulmasi islemi kontrollerin heterozigot
varyantlari kullanilarak elde edilen ideal dizomi (ID) dagiimindaki BAF degerlerine
dayanmaktadir. ID dagilimindaki BAF degerleri rastgele segilerek yarisinin azalma
yoninde, yarisinin da artma yoniinde degistirilmesi sonucu farkli mosaik modeller
olusturulmaktadir. Delesyon veya duplikasyon senaryolari icin mozaisizm modelleri 0
ile 1 arasinda (%0,0 ile %100,0 mozaisizm) olmak tzere 0.001 artisla 1000 farkh frm
degeri icin olusturulmaktadir. Farkli mozaisizm senaryolarindaki model CDF

dagilimlarinin olusturulmasi i¢in kullanilan formiiller Tablo 3.2’de gosterilmistir.

Tablo 3.2. Heterozigot varyantlara ait BAF degerlerinin f, degerine gore beklenen
ortalama degerinin hesaplanmasi.

Mozaik BAF degerindeki Beklenen Ortalama

Genotip CNV tipi degisim yonii BAF Degeri
A(B) Delesyon Azalma (1-fm)/(2-fm)
B(A) Delesyon Artma 1/(2-fm)
AB(A) Duplikasyon (ortak) Azalma 1/(2+fm)
AB(B) Duplikasyon (ortak) Artma (1+fm)/(2+fm)
AA(B) Duplikasyon (heterodizomik) Azalma fm/(2+fm)
BB(A) Duplikasyon (heterodizomik) Artma 2/(2+fm)

Mozaik genotip bélimiinde parantez icerisinde yer alan alel hiicreler arasinda farklilik gésteren mozaik
aleli isaret etmektedir.

Hem delesyon hem duplikasyon icin fm degerinin hesabini yapan Copy-fm’e

eklenen 6nemli bir islev, algoritmanin otomatik olarak delesyon veya duplikasyon
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hesabi yapmaya karar verme yetenegidir. Duplikasyon mozaisizmlerinin tespiti igin
test orneginin incelenen genomik bodlgedeki LRR degerine gore delesyon veya
duplikasyon yoniinde modeller olusturulmaktadir. Buna gore, formiillerin delesyon
mozaisizmi genotiplerine uygulanmasindaki 6n kosul, test érneginin ortalama LRR
degerinin <0 olmasi, duplikasyon mozaisizmi genotiplerine uygulanmasindaki 6n

kosul ise >0 olmasidir.

Duplikasyon mozaisizmi igin hangi alelin mozaik duplikasyona katildigina gore
farkl senaryolar bulunmaktadir. Bu sebeple, tez sirecinde farkh cesitleri olmasi
sebebiyle daha karmasik olan mozaik duplikasyonlardan model olusturma formdlleri
ve hangi CNV tiriine gore model gelistirilecegini belirleyen algoritmalar
gelistirilmistir. Bu senaryolardan normal ve izodizomik duplikasyona sahip hiicrelerin
olusturdugu mozaisizm, “4’lii BAF semas|” seklinde bir BAF dagilimi sergilemekte ve
bu durum edinilmis bir anomali veya konjenital trizomiden kurtulma senaryosu
seklinde gelisebilmektedir. Sadece konjenital trizomiden kurtulma sonucu ortaya
¢ikan, normal ve heterodizomik duplikasyona sahip hicrelerin  olusturdugu
mozaisizm ise “6’li BAF semasi” seklinde bir BAF dagilimi olusturmaktadir. Copy-fm
tarafindan olusturulan duplikasyon modelleri her iki duplikasyon senaryosunu da
dikkate almakta, modelin test drnegine daha yiiksek uyum gosterdigi model ile fm
hesaplamasina gidilmektedir. Buna gore, test edilen birey 6rneginde izodizomik “4’1i
BAF semasi”’na ait duplikasyonla heterodizomi gosteren “6’li BAF semasi”’ni ayirt
etmek i¢in fn her iki sema icin hesaplanarak, her iki hesaplama sonucu modellerle
daha uyumlu CDF olusturabilen (KS testinde D degerinin daha diisiik oldugu) senaryo
dogru duplikasyon mozaisizmi olarak kabul edilmektedir. “4’li BAF” ve “6’li BAF”
semalari icin kullanilan model olusturma formiilleri Tablo 3.2’de sirasiyla izodizomik
(ortak) ve heterodizomik seklinde gosterilmistir. Burada “6’li BAF semasi”
duplikasyon senaryosuna gore uygunluk tespit edilmis oldugunda “Warning: mCNV
duplication with heterodisomy detected, change het_int to 0.17 and reanalyze”
uyarisiyla het_int degerinin kullanici tarafindan 0.17’ye degistiriimesiyle dogru fm

hesaplamasinin yapilabilmesi amaclanmistir. Bu sayede duplikasyon icin heterozigot
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BAF degerleri analiz edilmesi gereken sinirlar olan 0,33 ile 0,67 arasindan

secilebilecektir.

3.3.4. fm Degerinin Hesaplanmasi

Copy-fm kontrollerin analiz asamasinda oldugu gibi min_het sayisi kadar
heterozigot varyant test orneginden de secilerek, secilen BAF degerleri 0,5e
normalize edip siralamakta ve ardindan fn hesaplamasina hazir olan test 6rneginin

heterozigot BAF degerleri kullanilarak test 6rneginin CDF grafigi olusturulmaktadir.

Test Ornegine ait normalize BAF degerleri ile her bir fm degeri igin
kontrollerden simile edilmis ID-CDF degerleri arasindaki farklar (rezidieller,
residuals) kullanilarak models_difference adli bir tablo olusturulmaktadir. Buna gore,
tam olarak 1000 adet modele ait kolon bulunan bu tablo igin her kolonda rezidiieller
yer almaktadir. Daha sonra bu model farklarinin kareleri alinarak kolon degerlerinin
yani rezidiellerin toplami alinmakta ve rezidiellerin kareler toplaminin minimum
degeri yaklasimiyla (RSS, Residual Sum of Squares) diger adiyla ayni zamanda DANFIP
metodunda da yer alan minimum sum of residuals (MSR) yontemi uygulanmaktadir
(85). RSS yaklasimina gore Copy-fm tarafindan sonug olarak verilen fn degeri, tim
rezidlel karesi toplamlari arasinda en disiik degerin bulundugu toplaminin yer aldigi
modelin fn degeridir. Ornegin en kiiciik rezidiel kareleri toplami 0.8 modeli igin

hesaplaniyorsa fm degeri %80 olarak belirlenmektedir.

Denenen bu yaklasima ek olarak, ID-CDF modelleriyle test 6rnegi CDF
dagilimlarini kiyaslayarak en iyi uyumun degerlendirildigi bir uyum iyiligi (goodness-
of-fit) yaklasimi olan iki 6rnekli Kolmogorov-Smirnov (KS) testinden yararlaniimistir.
Bu test icin R'da “dgof” paketinden yararlanilarak test istatistigi uygulanmistir. KS
testinin istatistiksel degeri olan D degeri iki model arasindaki fark degerini
yansittigindan, D degerinin minimum oldugu dolayisiyla karsilastirilan test 6rneginin
CDF’si ile model ID-CDF arasindaki farkin en az oldugu modelin fm degeri Copy-fm
tarafindan sonuc olarak sunulmaktadir. Béylece tez kapsaminda hem RSS hem de KS

testini de uygulayarak iki farkli yaklasimin karsilastirilmasi gerceklestirilmistir. iki
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kiyaslama arasindaki farklar tez kapsaminda elde edilen veriler {zerinde

incelenmistir.

3.3.5. Moazaisizm Fraksiyonu Giiven Araliklarinin Belirlenmesi

Copy-fm tarafindan hesaplanan f,, degeri model ile kiyaslamalarda en uyumlu
ve ideal degerdir. Buna karsin her hesaplamali yaklasimda oldugu gibi bu ideal deger
de bir gliven araligi igerisindedir. Copy-fm bu giiven araligini hesaplamak i¢in KS
testinin hipotez sinama yeteneginden faydalanmaktadir. Bu sekilde KS testiile yapilan
dagihm karsilastirmasi icin Ho hipotezi olarak “iki dagilim arasinda fark yoktur”
seklinde kurulan hipotez KS testi ile sinanmistir. a degeri 0,05 olarak kabul edilip test
sonucu p<0,05 olan D degerleri iki dagilim arasinda fark olan ID-CDF modellerini
gostermektedir. Buna gore, p>0,05 olan D degerleri dagilimlar arasi farkin istatistiksel
olarak anlamli olmadigi fn degerleri olarak kabul edilmistir. Bu yaklagima dayanarak
Ho hipotezinin reddedilemeyecegi sinirlar f, degerlerinin %95 gliven araliklari olarak

belirlenmistir.

3.3.6. Copy-fm preprocess Fonksiyonunun Kullanimi

Copy-fm’in preprocess fonksiyonundan gecerek analize hazirlanmis veriler fm
fonksiyonunda analiz edilirken o6ncelikle algoritmada kullanilacak veri sttunlari
okunmaktadir. Calismada Copy-fm ile yapilan bitiin analizlerde analiz edilen
mikrodizin platformuna gore farkl veri stitunlarina ihtiya¢ bulundugu i¢in mikrodizin
platformu fm fonksiyonunun c¢alismasi sirasinda bir argiiman olarak girilmistir. Buna
ek olarak, BAF degerlerinin secilecegi kromozom ve pozisyon araliklari ve data_type
arglimani Affymetrix ise conf <0,01 filtrelenmektedir.

3.4. Copy-fm’in islevlerinin Deneysel Veride Degerlendirilmesi

Tez calismasi kapsaminda elde edilen deneysel olarak olusturulan mozaik
delesyon ve duplikasyon 6rneklerine ek olarak, Copy-fm’in etkinligini gostermek igin
Affymetrix’in web sitesinden alinmis kamuya acik gercek mozaik delesyon ve mozaik
duplikasyon ornekleri de incelenmistir (137). Ayrica, trizomiden kurtulma seklinde
olusmus mozaik duplikasyon (trizomi 14) bulunan bir mikrodizin verisi Copy-fm’in

duplikasyon senaryosunda calismasini gozlemlemek icin incelenmistir. Buna ek
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olarak, 2 farkh genomik lokusta benzer oranli mozaik delesyonlar igeren bir 6rnek ve
heterozigot tam delesyona sahip bir birey 6rnegi de delesyonlardan f, hesaplama
konusunda Copy-fm’in etkinligini incelemek amaciyla degerlendirilmistir. Bu gergek
klinik kan ornekleri sayesinde, deneysel olarak olusturulmus mCNV verisinden de

Copy-fm’in performansi ortaya konmustur.

Tim istenen islevlere yonelik kodlari tamamlanmis Copy-fm’in performansi,
gercek deneysel veri ile teste tabi tutulmustur. Ongériilmeyen sorunlar ortaya ¢iktig
durumlarda, arag¢ algoritmasi igerisinde bunlari diizeltmek igin gerekli degisiklikler
yapilmistir. Ayrica, asagida belirtilen 4 yonden, Copy-fm deneysel veriler ile optimize

edilmistir:

3.4.1. Farklh Deneysel fn Degerlerinde Copy-fm’in Etkinliginin Test Edilmesi

Copy-fm’in fm hesaplamalarindaki guvenilirligini test etmek igin, TO-T100
orneklerinde olusturulan mozaik delesyonlara ait deneysel fn degerleriile Copy-fm’in
hesapladigl fn degerleri karsilastirilmistir. Bunun igin, deneysel fr, degerinin, program
tarafindan hesaplanan fn degerine ait giiven araligl icinde kalip kalmadigl test
edilmistir. Burada 0Ozellikle yilksek oranli mozaisizm igin Copy-fm’de vyapilan
degisikliklerin basarisi degerlendirilmis ve algoritma igerisinde uygulanan farkl test
istatistiklerinin Copy-fm’in islevlerine olan etkisi ortaya konmustur.

3.4.2. Affymetrix ve Illlumina platformlarindan elde edilen verilerin
kiyaslanmasi

Ayni kontrol ve test 6rnekleri ile 2 platformda galisilan SNP mikrodizin verileri
kiyaslanmistir. Bu kiyaslama sonucunda, farkh platformlardan hesaplanan fn
degerlerinin birbirinin gliven araliklari igerisinde kalip kalmadiklari incelenerek Copy-
fm’in farkh platformlardaki tutarlihgl sinanmistir. Kiyaslama yapilirken hem KS hem

de RSS yaklasimlarindan elde edilen sonuglar degerlendirilmistir.

3.4.3. Copy-fm’in mozaik CNV bdlgelerini saptama yeteneginin denenmesi

Tez calismasinda olusturulmasi hedeflenen aracin esas amaci dogru bir fm
degerinin hesaplanmasidir. Ancak fm degeri hesaplanmasi lGzerinden mozaik CNV

bolgelerinin kesfi denenmemis bir siirectir. Biz bu slreci, “fm-first” (6nce fm, sonra
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pozisyon) vyaklasimi olarak adlandirmaktayiz. Bu amacgla olusturulan scanfm
fonksiyonu, kendisine saglanan pencere boyutlari icerisinde otomatik olarak her bir
genomik bélge icin fm degeri hesaplamaktadir. ilk hesaplama icin baslangic bolgesi
kromozomun 1. bazi olup bitis boélgesi verilen pencere boyutuna veya kromozomun
tamamina esittir. Sonraki hesaplamalar icin ise pencere boyutunun varsayilan degeri
olan yarisi miktarinda baslangig ve bitis pozisyonlarindaki artiglar seklinde belirlenen
genomik bolgelerdeki fm degerleri ile her bir kromozomun sonuna kadar hesaplama
saglanmistir. Copy-fm’in scanfm fonksiyonunun islerligini test etmek amaciyla, 5. ve
12. kromozomlarda bilinen CNV’lere sahip bir 6rnekte genom boyu mozaik CNV
bolgelerinin tespiti denenmis ve elde edilen sonuglar incelenmistir. inceleme
sirasinda 3 Mbp, 5 Mbp ve 10 Mbp uzunlugunda olmak lzere farkli pencere boyutlari
kullanilmistir. Bu sekilde bilinen mozaik CNV’'nin oldugu ve olmadigi bolgeler veya
tim kromozom agisindan taranma saglanip genom boyu tarama yapilip yapilamadigi

test edilmis, islemlerin stresi kaydedilmistir.

3.4.4. Copy-fm’in  Performansinin Diger Biyoinformatik Araglarla
Kiyaslanmasi

Copy-fm’in, fm hesaplamadaki basarisi, gliven araliklarini sunmasi ve genom
boyu mCNV saptama gibi yetenekleri agcisindan mCNV’leri SNP mikrodizin verisinden
saptayabilen ve erisimde olan DANFIP, MONTAGE ve MoChA biyoinformatik
araclariyla da performans kiyaslamasi yapiimistir. Karsilastirmada araglarin deneysel
olarak olusturulmus mozaik delesyon 6rneklerine ait fm hesaplamalari ve tutarliliklari,
given araliklari sunup sunmadiklari, analiz platformlari agisindan esneklikleri, NGS
verisine uyumlari, genom boyu tarama vyetenekleri ve analiz sireleri
degerlendirilmigtir. Bu araglarin ayrica Linux igerisinde galistiriimasi igin kullanilan

komutlar EK-10’da yer almaktadir.
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4. BULGULAR

4.1. Deneysel Mozaik Delesyon Orneklerinin Elde Edilmesi ve incelenmesi

Copy-fm’in farkh fn degerlerine sahip mozaik delesyon o6rneklerindeki
etkinligi, olusturulan deneysel o6rnekler kullanilarak Affymetrix ve lllumina
platformlarindan elde edilen verilerde incelenmistir. Bu amagla, dncelikle toplanan
orneklerin analize uygunlugunu degerlendirmek icin yasla fizyolojik olarak ortaya
cikabilecek X kromozomu mozaisizmi varhgl incelenmis, Affymetrix ve Illumina
platformlarinda mikrodizin islemleri gergeklestirilmis ve 6rnekler X kromozomundaki

CNV’ler acisindan gorsel olarak incelenmistir.

4.1.1. Test ve Kontrol Orneklerinde X Kromozomu Mozaisizminin FISH ile
Degerlendirilmesi

Toplanan periferik kan 6rneklerinden dogrudan preparasyon ile yapilan FISH

galismalarinin sonucu Tablo 4.1’de 6zetlenmistir. Buna gore, tim orneklerde 300

hiicrede toplam 597 ile 603 arasinda cinsiyet kromozomu bulundugu saptanmistir.

Boylece, X kromozomu icin FISH ile yapilan degerlendirmede delesyon ya da

duplikasyon yoniindeki fr, degerinin <%1 oldugu sonucuna varilmistir.

Bu durum, érneklerin hepsinin %5 ve lzerindeki fm degerlerini test etmek igin
uygun oldugunu distndirmuistir. Uygun olan orneklere mikrodizin islemlerinde
kullanilmak Gzere vyapilan DNA izolasyonu sonucunda elde edilen DNA
konsantrasyonlari da gene Tablo 4.1’de yer almakta ve toplam 7 6rnege ait normal ve
anormal sayida cinsiyet kromozomlarina sahip hiicrelerin FISH gorintilerini gbsteren

birer saha ise Sekil 4.1’da sunulmaktadir.

FISH analizlerinden hesaplanan fn degerleri FISH fn ve mikrodizin igin
beklenen fn olmak Uzere degerlendirilmistir. Buna goére, K1 6rneginde 296 diploid
hiicre bulunurken 4 hiicrede X kromozomu acisindan sayisal farkhliklar gozlenmistir.
Bu durumda FISH ile hesaplanan f, degeri %1,333 (4/300) olsa da bu 6rnek mikrodizin
analizinde kullanilsa hesaplanacak fm degeri, X trizomisi ve X monozomisi olan

hiicrelerin karisimi bir arada bulundugu icin farkli olacaktir. Buna gore, K1 6rneginin
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FISH sonuglarina gére X kromozomuna ait “mikrodizin igin beklenen fn”, sayilan X
kromozomlar (zerinden 2*2ALRR (2*(gozlenen CN /beklenen CN)) formilinin
uygulanmasi ardindan hiicre poptlasyonu icin hesaplanan kopya sayisinin beklenen
kopya sayisi olan 2’den ne kadar saptiginin hesaplanmasi ile bulunabilir. K1 6rnegi igin
FISH analizinde 300 hiicre igerisinde toplam 598 (296x2 (dizomi) + 3x1 (monozomi) +
1x3 (trizomi)) X kromozomu bulunmaktadir. 300 hiicrede beklenen toplam X
kromozomu kopyasi ise 600 (300x2 (dizomi)) oldugu icin, hiicre populasyonunun
kopya sayisi 1,993’tur (2*(598/600)). Bu sayl beklenen kopya sayisi olan 2’den
cikarildiginda (2-1,993) aradaki fark 0,007 bulunmakta ve yiizde cinsinde ifade edilen

mozaisizm orani %0,7 olarak hesaplanmaktadir.

Tablo 4.1. Tez 6rneklemindeki 7 bireyin cinsiyet kromozomlarina yonelik FISH
sonuglari ve elde edilen DNA konsantrasyonlari.

Kromozom Sayisi K1 K2 K3 K4 K5 TO T100
Monozomi 3 (X) 3 (X) 1 (X) 2 (X) 2 (X) 2 (X) -
296 296 297 297 296 298 299

Dizomi XX) (X)X (X)X (XX)(XY)

Trizomi 1 1 2 L 2 - L
(XXX)  (XXX) (XKX) (XKX) (XXX) (XXY)

FISH fm %13 %13 %10 %10 %13 %0,7 %03

Mikrodizin icin %0,7 %0,7 -%03 %03 %0  %0,7 %99,7

beklenen fn,

DNA

Konsantrasyonu 133,7 289 61,7 122,4 322 377,4 3839

(ng/ul)

K1-5 kontrol 6rneklerini; test érneklerini olusturmak icin kullanilan érneklerden anneye ait olan TO (%0
mozaik), ogluna ait olan ise T100 (%100 mozaik) olarak belirtilmistir. TUm 6rnekler igin fm delesyon
mozaisizmi senaryosuna goére hesaplanmistir.
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Sekil 4.1. Kontrol ve test orneklerinde cinsiyet kromozomlarina yonelik yapilan

FISH analizleri.

K1-5 ile TO ve T100 6rneklerine ait normal sayida ve temsili olarak
anormal sayida cinsiyet kromozomu iceren sahalari gosteren FISH
gorintuileri. Mavi DAPI ile boyanan hicre gekirdeklerini, yesil Xcen
bdlgesini, kirmizi ise Ycen bolgesini gostermektedir.

4.1.2. Test ve kontrol orneklerinde SNP mikrodizin verilerinin mikrodizin
platformunda incelenmesi

SNP mikrodizin igin yapilan DNA izolasyonunun sonucunda 260/230 orani
yaklasik ~1,5 olan 6rnekler SNP mikrodizin analizine uygun olarak kabul edilmistir.
K1-5 seklinde isimlendirilen kontrol 6rnekleri ile TO ve T100 seklinde isimlendirilen
anne ve ogul orneklerine tez kapsaminda temin edilebilen Affymetrix CytoScan
Optima cipleri ile mikrodizin yapilmig, ayrica ayni &rnekler igin Illlumina
HumanCytoSNP-12 v2.1 BeadChip mikrodizin islemi igin hizmet almi
gerceklestirilmistir. Tim ornekler, X kromozomunda CNV varliklari agisindan
incelenmis; ancak beklendigi tzere klinik agidan anlamh bir CNV saptanmamistir.
Calismada deneysel olarak olusturulan mozaik delesyon 6rnekleri icin temel teskil
eden bu 7 bireyin X kromozomlarina ait 2 farklh platformdan elde edilen mikrodizin

gorintileri Sekil 4.2’de sunulmustur.
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Kontrol ve test 6rneklerinde X kromozomuna ait Affymetrix ve lllumina

mikrodizin gorintileri.

K1-5 ile TO (anne) ve T100 (ogul) 6rneklerinde Affymetrix (solda) ve
lllumina (sagda) ile elde edilen X kromozomlarina ait mikrodizin
sonuglari. T100’Un erkek cinsiyette bir bireyden elde edilmis olmasi
sebebiyle LRR degerlerinin her iki platformda da 0'in altinda
bulunduguna ve BAF degerlerinin heterozigot genotipi isaret eden bir
SNP verisi icermedigine dikkat ediniz. Sagda lllumina’ya ait sekilde
bulunan mavi alanlar ise LOH bolgelerini belirtmektedir.

4.2. Farklhh Mikrodizin Platformlarindan Elde Edilen LRR ve BAF Verilerinin

Analize Hazirlanmasi

Copy-fm’in preprocess fonksiyonuyla 6n veri isleme asamasinda islenmis

Affymetrix ve Illumina mikrodizin verilerini Copy-fm formatina doénustlirmesine

yonelik islemler sirasiyla Sekil 4.3 ve Sekil 4.4’te gosterilmistir. Elde edilen ham

mikrodizin verisinden preprocess islemi oncesinde BAF ve LRR degerlerinin

hesaplanmasi icin Affymetrix verilerinde ChAS v4.2.1 Analysis Workflow modiilii (Bkz.

EK-4) ve APT v2.11.4

(Bkz. EK-5) programlari, Illlumina verilerinde ise llumina

GenomeStudio ve Beeline (Bkz. EK-6) programlari kullanilmistir. On verinin islenmesi
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ile hazirlanan veri tablolari takip eden bulgularin olusturulmasi sirasinda sorunsuz

calisan bir veri kaynagi saglamaktadir.

Chromosome Analysis Suite (ChAS) ile .CEL dosyalarinin
.cychp formatina dénustirilmesi

R programi icinden Analysis Power Tools (APT) 'a
baglanti ile .txt dosyalarinin olusturulmasi

A 4

Verilerin asagidaki tablolar seklinde analize hazir hale getirilmesi

ProbeSetName | Genotype | Chromosome | Position | Confidence |LRR|BAF
ABC12
DEF34

| |

Kontrol verilerinin tek bir
tabloda toplanmasi ve
kaydedilmesi

Test edilecek 6rnek
verisinin kaydedilmesi

Sekil 4.3. Copy-fm’de Affymetrix verileri igin 6n veri isleme is akisi.

Mikrodizin cihazindan elde edilen ham verileri iceren .CEL dosyalari
.cychp dosyalarina donistirildiikten sonra APT araciligiyla islenmis
veri okunabilir formatta .txt dosyalari olarak kaydedilir. Copy-fm’in
preprocess fonksiyonu bu asamada R icinde gosterilen formatta
“dataframe”ler olusturur. Bunlar kontrol 6rnekleri i¢in birlesik halde
olusturulurken, test edilecek 6rnek icin bagimsiz olarak elde
edilmektedir ve boylece ayni kontroller ile farkli 6rneklerin test
edilebilmesi miimkiin kilinmaktadir. On veri isleme is akisi, bu verileri
.csv olarak saklamakta ve gelecekte farkh analizler igin kullanima hazir

tutmaktadir.
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lllumina HumanCytoSNP-12 v2.1 uyumlu .bpm (manifest file) ve
.egt (cluster file) dosyalarinin indirilmesi

Beeline programi ile .idat dosyalarinin .gtc formatina dénusturiimesi

Y

GenomeStudio programindan ilgili kontrol ve test drneklerine ait .txt
formatinda FinalReport ciktisi alinmasi

v
Verilerin asagidaki sekilde analize hazir hale getirilmesi

Allele1- - Log R B Allele
‘ SNP Name |AB/AIIeIeZ—AB| chr |F'°5"'O"I | Ratio | Freq |
| ProbeSetName | Genotype |Chromosome| Position | LRR [ BAF |
Pﬁzgtlr;:;?;"?anr?rig;;kvzw Test edilecek érnek birey
pe ; verisinin kaydedilmesi
kaydedilmesi

Copy-fm’de lllumina verileri igin 6n veri isleme is akisi.

Mikrodizin cihazindan elde edilen ham verileri iceren .idat dosyalari
.gtc dosyalarina donustirildikten sonra GenomeStudio araciligiyla
islenmis veri okunabilir formatta .txt dosyalari olarak kaydedilir. Copy-
fm’in preprocess fonksiyonu bu asamada R iginde gosterilen formatta
“dataframe”ler olusturur. Illumina verisinde, Affymetrix verisinden
farkh olarak confidence (glvenilirlik) degerine karsilik bir deger
bulunmadigi icin boyle bir situn olusturulmaz. Olusturulan
“dataframe”ler kontrol drnekleri icin birlesik halde iken, test edilecek
ornek icin bagimsiz olarak elde edilmekte ve béylece ayni kontroller ile
farkl 6rneklerin test edilebilmesi mimkiin kilinmaktadir. On veri
isleme is akisi, bu verileri .csv olarak saklamakta ve gelecekte farkl
analizler icin kullanima hazir tutmaktadir.

4.3. Copy-fm fm fonksiyonu is Akis Semasi

Copy-fm, kontrol 6rneklerinin verisini kullanarak bir test 6rnegindeki belirli bir

genomik lokusun duplikasyon veya delesyon senaryolarinda fn degerini ve giiven

araligini hesaplamaktadir. Buna yonelik olusturulan Copy-fm is akis semasi Sekil 4.5'te

Ozetlenmis, her asamadaki verinin gérinlimu ise seklin sag panelinde belirtilmistir.

CDF dagilimlari ve test istatistigine yonelik sunulan grafikler T35 6rnegi kullanilarak

elde edilmistir.
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Copy-fm is akist.

Copy-fm icin olusturulan is akisinin genel hatlari solda gérilmektedir.
Yesil ile isaretlenen kutucukta gosterilen ve kontrol ile test 6rneklerine
ait bir genomik lokustaki CN ve BAF degerleri ile baslayan is akisinda
kontrol 6rneklerinden elde edilen CDF'den delesyon veya duplikasyon
yoniinde CNV modelleri olusturulmaktadir. Mavi kutucukta delesyon
icin olusturulmus mCNV modelleri (gri tonlari) ve test Orneginin
(pembe) bir karsilastirmasi gorilmektedir. Tim modellere ait f'ler ile
test 6rneginin Kolmogorov-Smirnov (KS) testi ile karsilastiriimasindan
hesaplanan D istatistigi degerleri pembe kutucukta gorilmektedir.
Minimum D istatistigi, modellerle olan kiyaslamada test 6rnegi icin en
iyi uyumun saptandigi noktaya karsilik gelmekte ve hesaplanan fm
degeri olarak belirlenmektedir. KS testinin istatistiksel olarak anlaml
fark gostermedigi fm degerleriise %95 given araligini (%95 GA, p>0,05,
yesil kesikli gizginin altinda kalan kisim) géstermektedir. T35 igin bu
deger 38,6 (%95 GA: %38,4-%38,9) dur.

4.4. Copy-fm Algoritmasinda Kontrol ve Test Orneklerinin Analiz

Edilebilirliginin incelenmesi

Kontrol érneklerinin CNV ve LOH acisindan degerlendirilerek analize uygun

olmadiklarinin tespit edilmemesi halinde disik sayida heterozigot varyant

kullanilarak Copy-fm algoritmasinin hi¢ calismamasi veya elde edilen sonuclarin
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glivensiz olmasi durumu s6z konusudur. Bu duruma o6rnek teskil eden bir sonug,
Affymetrix mikrodizin verisi kullanilarak K5 o6rneginde bir LOH bdlgesi olan X
kromozomu Utzerindeki chrX: 9,620,214-11,377,010 lokusunda bulunmaktadir. Buna
gore, K5 dahil tim kontrol ornekleri kullanilarak Copy-fm ile analiz
gerceklestirildiginde K5 6rnegi analizden cikarilmadigi icin analiz sadece 12 varyant
ile ilerlemektedir (Sekil 4.6). Bu durum f., hesabinin yanhs yapilmasina sebep olmakta
ve T35 drneginin fn, degeri %24,65 olarak saptanmaktadir. Ancak bu deger Sekil 4.5'te
gosterilmis oldugu Uzere T35 Ornegi icin 38,6 (%95 GA: %38,4-%38,9) olmalidir.
Ustelik az varyant sayisiyla yapilan analiz sonucunda test érnegine ait CDF dagiliminin,
Sekil 4.5'te sunulan CDF dagilimindan oldukca farkh oldugu aciktir (Sekil 4.5). K5
ornegi uzaklastirlmadan yapilan analizin giivenilmez oldugu hesaplanan %95 GA

degeri olan %0 - %100 ile de ortaya konmaktadir.

CDFs of Mosaicism Models D_values of T35

BAF

D_values

035 040 045 050 055
1

fm: %24.65

uuuuuuuuuuuuuuuuuuuuuuuuuuuuuuuuu

VARIANTS fm

Sekil 4.6. X kromozomunda LOH bdlgesi (chrX: 9,620,214-11,377,010) bulunan
K5 kontrol 6rnegi analizden ¢ikarilmadiginda elde edilen sonuglar.

Solda ID-CDF modelleri ve test orneginin 12 heterozigot varyant
kullanilarak olusturulan CDF grafigi gortilmektedir. Test 6rnegine ait
dagilimin seklinin (pembe) modellere ait dagilim sekilleri (acik gri-koyu
gri) ile uyumsuz olduguna dikkat ediniz. T35 6rnegi icin Copy-fm’den
bu sekilde hesaplanan fn degeri %24.65, %95 GA ise %0 ile %100
arasinda olup glivenilmezdir.

LOH bolgelerinden kaynaklanan sorunlari agsmak igin Copy-fm igerisinde
kontrol ve test 6rneklerinde bu boélgelerden kaynakli problemleri saptayan ve ¢6zim
sunan algoritmalar olusturulmustur. Bu algoritmalarin test edilmesi amaciyla LOH

bolgesi icerdigi bilinen genomik lokasyonlarda Copy-fm denenmistir.
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Elde edilen Affymetrix mikrodizin verilerinde, 5 farkli kontrol 6rnegine ait
bilinen homozigosite bolgelerinde ve higbir kontrol 6rneginde homozigosite
bolgesine denk gelmeyen bir bolgede, Copy-fm’in yeterli heterozigot varyant
bulunmayan kontrol 6rneklerine ait veriyi analizlerden ¢ikarma becerisi t ve Z
testleriyle test edilmistir. Kontrollerin CN degerlerinin 2’den farkli olup olmadigi
sorgusunda, t testi ile uzaklastirlmamasi gereken kontrollerin de analiz disinda
birakildigi gorilmustiir. Buna karsin, baska bir kiyaslama yontemi olan ve yine
ortalamanin anlamlilik testi icin normal dagilan >30 veri noktasi iceren 6rneklemlerde
orneklem buylklGginin 6neminin azaldigl z testi sadece uzaklastirilmasi gereken
kontrol 6rneklerini uzaklagtirmakta basarili olmustur (Tablo 4.2).

Tablo 4.2. Kontrollerdeki (K1-5) homozigosite bolgelerinin analizden gikariimasi

ve test Orneginde z testi ile (TO) homozigosite bdlgelerinin
degerlendirilmesi.

Beklenen %95 Giiven Analize Alinmayan
Sonug Genomik Bolge fm Aralig Ornekler

Hepsi LOH chrX: 5,000,000 - 0 0 0

disi 15,000,000 %9,35 %0 -%22,7
chrl1: 29,125,237 - 0 0 0

K1 LOH 32268181 %0 %0 - %18 K1
chrll: 6,048,292 - 0 on o K2

K2 LOH 24,625,188 %0,1 %0 - %0,2
chr13: 95,270,220 - o on o

K3 LOH 99,822 327 %0 %0 - %16 K3
chr2: 201,195,255 - o on o

K4 LOH 204,996,793 %0 %0 - %10 K4
chr10: 72,420,902 - 0 0 0

K5 LOH 78,431,966 %0,2 %0 - %8 K5

Test 6rnegi  chrd: 70.768.646 - Warning:

LOH 77.738.163 UPD/homozygosity region

Analize alinmayan kontrol 6rneklerinde gercekten homozigosite bolgeleri bulundugu Affymetrix
mikrodizin platformundan gorsel olarak dogrulanmistir.

Buna gore, z testi kullanilarak algoritma uygulandiginda her 5 test 6érneginin
biri icin Affymetrix mikrodizin platformunda LOH bulundugu bilinen genomik
lokasyonlar test edildiginde beklendigi sekilde LOH bolgesi iceren kontrol 6rnekleri
uzaklastiriimis, uzaklastiriimasi gereken 6rnek bulunmayan bdlge icin gereksiz bir

uzaklastirma islemi yapilmamistir (Tablo 4.2).
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Kontrol 6rneklerine ek olarak, test 6rneginin de herhangi bir analiz sirasinda
LOH bolgesine denk gelme olasiligl bulunmaktadir. Bu durumu test etmek amaciyla
olusturulan algoritmada, Copy-fm tarafindan gerceklestirilen ve bir test 6rneginin
LOH bolgesine denk gelen analizde bu durumu agiklayabilecek 2 senaryoyu belirten
“Warning: UPD/homozygosity region” uyari mesaji ile fm hesaplanmasinin
yapllmasindan kacinildig senaryo beklendigi Uzere gorilmistir (Tablo 4.2). Bu
sekilde diizenlenen program ile UPD ve homozigosite bdlgelerinde yanhslikla fm

hesabi yapilmasinin 6niine gecilmektedir.

Bu 6nlemlere ek olarak, bir genomik lokasyonda hem kontrol 6rnekleri hem
de test 6rnegi icin BAF sitununda higbir heterozigot varyant bulunmadiginda Copy-
fm hata vermektedir. Bu durum tasarim kékenli olarak SNP probunun denk gelmedigi

kiictik bolgeler ve sentromer bolgeleri icin gegerli olabilmektedir.

4.5. Gergek mikrodizin verilerinde Copy-fm’in test edilmesi

Copy-fm’in islevleri 3 farkh kaynaktan elde edilen veri kullanilarak
incelenmistir. Bu veriler arasinda; 1) Kamuya acik mikrodizin verileri, 2) Farkl
projelerde elde edilen ve bir CNV veya mCNV igerdigi bilinen mikrodizin verileri (1
mozaik delesyon ve 1 mozaik duplikasyon), 3) Tez kapsaminda elde edilen kontrol
mikrodizin verileri ile fn, degeri deneysel olarak olusturulmus test orneklerine ait

mikrodizin verileri.

4.5.1. Kamuya Agik Verilerde Copy-fm’in Test Edilmesi

Affymetrix’in web sayfasindan edinilen mozaik delesyon ve duplikasyon
icerdigi bilinen ve Affymetrix tarafindan SmoothSignal lzerinden hesaplanmis fn
degerleri bulunan mikrodizin verileri Copy-fm ile incelenmistir. Sekil 4.7’de sunulan
sonuclara gore, Copy-fm tarafindan hesaplanan f, degerleri ile Affymetrix tarafindan

verilen fn, degerleri arasinda %5’ten az farkhlik bulunmaktadir.
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Sekil 4.7. Kamuya acik verilerde Copy-fm’in denenmesi.

Yukarida tam mozaik delesyon (chr6:1-170,919,482), asagida ise
parsiyel mozaik duplikasyon (chrl: 188,843,662-249,224,684)
verisinde bilinen f, degerleri ve Copy-fm’in hesapladigi fn degerlerinin
karsilastirilmasi gortlmektedir. Copy-fm’in hesapladigi kirmizi ile
isaretli degerler ile verilen degerler arasinda <%5 fark bulunmaktadir.

4.5.2. Gergek Klinik Orneklere Ait Mikrodizin Verilerinde Copy-Fm’in Test
Edilmesi

Tez danismanligini yapan D. Ogr. U. Dr. Arda Cetinkaya’nin Tirkiye

yiriticiligina Gstlendigi RiboEurope (TUBITAK Proje No: 3195062) ve RiboEurope

projesinin énciisii niteligindeki EuroDBA (TUBITAK Proje No: 3155192) projelerinin

¢alismalari sirasinda elde edilen ve mozaik CNV’ler iceren mikrodizin verilerinde de

Copy-fm test edilmistir.

4.5.2.1. Tekrarh Olgiimler Yapilan Mozaik Delesyon Orneklerinde Farkh
Hesaplamalar Arasindaki Tutarliligin incelenmesi

Bu 6rneklerden bir tanesi 5q (chr5: 142.310.899-154.530.330) ve 12q (chr12:

91.865.761-95.215.021) bolgelerinde mozaik bir delesyon icermekte olup bu

delesyonlarin klonal olarak ayni hiicreler icerisinde bulunmasi sebebiyle mozaisizm

oranlarinin benzer olmasi beklenmektedir. Bu bireyden 5 yil icerisinde 3 farkh

zamanda alinmis periferik kandaki mozaik delesyonlara ait fm degerleri Sekil 4.8’de
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gorilmektedir. Her 3 sonucta da 5q ve 12q bolgeleri icin hesaplanan fm degerleri

birbirine oldukga yakindir.

A .. delSq b= dell2q —
0 ‘
(Y SSdrsins: ans ssdismiaing. g o IR R
i
LL o - - -
o.
.
B chr5 kaybi mCNV chr12 kaybit mCNV
; - " o Models
" W
. =
° SNPs )
C
chr5:142,310,899-154,530,330 chr12:91,865,761-95,215,021
Zaman LRR'denfm Copy-fm %95 GA LRR'denfm Copy-fm %95 GA
1 58.1% 56.3% 0%-100% 53.2% 58.20%  45.5%-65.5%
2 57.9% 59.8%  57.9%-619% 56.4% 59.80%  56%-63.1%
3 58.1% 61.3%  59.6%-63% 57.4% 61.70%  49%-69%
Sekil 4.8. Klonal mozaik delesyonlar iceren mikrodizin verisinde Copy-fm’in

etkinligi.

A) Ayni Affymetrix mikrodizin verisinde birlikte gériinen 5g ve 12q
mozaik delesyonlarini da iceren tim kromozoma ait LRR ve BAF
dagilimlari gorilmektedir. B) Ayni bireyden ~2,5 yil arayla 3 farkh
zamanda elde edilen mikrodizin verileri Copy-fm ile analiz edilmis ve
CDF dagilimlan gizilerek hesaplamalar yapilmistir. Bu sekilde son
mikrodizin verisinden olusturulan CDF dagilimlari gériilmektedir. C) 5q
(sol) ve 12qg (sag) bolgeleri igin Copy-fm tarafindan hesaplanan fm
degerleri ve gliven araliklari (GA) tablo seklinde gorilmektedir. Her (g
veride de hesaplanan f, degerlerinin birbirine %2’den yakin olduguna
dikkat ediniz. Buna ek olarak, veri kalitesinin disikligld nedeniyle ilk
veride %95 giiven araliklari genisken diger iki veride +%3,5 gliven
arahginda degerler bulunduguna dikkat ediniz.
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4.5.2.2. Farkh Mozaik Duplikasyon Orneklerinde Copy-fm’in Test Edilmesi

Bir diger oOrnekte ise dogustan tamami mozaik trizomi 14’e (chrl4:1-

107.000.000) sahip bir bireye ait periferik kan 6rneginden elde edilen mikrodizin

verisi gortulmektedir (Sekil 4.9). Bu veride ise birbirini izleyen iki farkl trizomi 14

senaryosunun pes pese geldigi bir 6rnek gortlmektedir. “4’li BAF semasi” ve “6’li BAF

semas!” seklinde tanimlanabilecek bu iki senaryodan “6’i BAF semasi” sadece

“trizomiden kurtulma” durumunda ortaya ¢ikabilecegi icin bu veri prenatal somatik

mozaik trizomi 14’0 gostermektedir. Sekil 4.9’da goriilen veride Copy-fm’in

hesapladigl fm degerleri, tamami duplike olan mozaik trizomi 14’tGn farkl farkh

duplikasyon senaryolari ile uyumlu pargalari icin beklendigi izere birbirine olduk¢a

yakindir.

Sekil 4.9.
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fm: %34.05 fm: %34.4 fm: %34.0 fm: %33.3
%95 GA: %95 GA: %95 GA: %95 GA:
%33.1-% 35.0 %32.8-%35.7 %32.8-%34.9  %30.8-%35.3

Farkh senaryolarda mozaik duplikasyon igeren mikrodizin verisinde
Copy-fm’in etkinligi.

14. kromozomun tamaminin duplike oldugu hiicrelerin ve 6ploid
hiicrelerin karisimindan olusan “6’li BAF semasi” (mor) ve “4’li BAF
semas!” (kirmizi) seklinde farklh bolgeler iceren mozaik duplikasyona
sahip bir bireyin lllumina mikrodizin verisi gorilmektedir. Copy-fm dort
farkli bolge icin semalarina uygun fn ve glven arahgr (GA)
hesaplamalari yapmis, bunun icin “6’li BAF semasi olan boélgelerde
het_int degerini 0,17 olarak kullanmistir. Sonucta her dort bolge icin
hesaplanan fm degerlerinin %30,8 ile %35,7 arasinda degiserek
birbirine ¢ok yakin bulunduguna dikkat ediniz.
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Farkl genomik bolgelerde “4’li BAF” ve “6’li BAF” semasi seklinde mozaik
duplikasyonlarin saptanmasi, Copy-fm’in farkh bolgeler igin farkli modeller
olusturmasini gerektirmektedir. Bu nedenle, Copy-fm “4’li BAF semas!” olan
bolgelerde kanserli dokularda sikhkla karsilasilan duplikasyon (izodizomi)
modelleriyle ve varsayilan het_int degeri ile f,, degerlerini hesaplarken (Sekil 4.10.A),
“6’li BAF semasi” olan bolgelerde CDF dagilimlari varsayilan het_int degeri ile dogru
fm hesaplanmasina izin vermemektedir (Sekil 4.10.B). Copy-fm, “6’li BAF semasi”ni
otomatik olarak tespit etmekte ve het_int degerinin 0,17’ye degistirilmesi konusunda
kullaniciyr uyarmaktadir. Bu sekilde “6’li BAF semasi” bulunan bolgeler igin “het_int =
0,17” olarak ayarlandiktan sonra, Copy-fm basarili olarak modellerle seklen uyumlu
CDF dagihmlari olusturmayi ve dogru fm degeri hesaplamasini gerceklestirmistir (Sekil

4.10.C).

A) Trizomi 14 izodizomi-het_int=0,35 B) Trizomi 14 Heterodizomi-het_int=0,35 C) Trizomi 14 izodizomi-het_int=0,17

CDFs of Mosaicism Models CDFs of Mosaicism Models CDFs of Mosaicism Models
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Sekil 4.10. “4’li BAF semas!l” ve “6’l BAF semasl” seklinde goriinen farkli
duplikasyonlarin Copy-fm tarafindan ayirt edilmesi.

Test ornegine ait CDF pembe renkle, %25 artisla %0-%100 arasi
modeller ise sirasiyla aciktan koyuya dogru olan renklerle
gosterilmektedir. A) Copy-fm tarafindan izodizomi senaryosu
secildiginde varsayilan het_int degeri olan 0,35 ile hesaplamalar
yapiimakta ve test ornegi icin de modellerle uyumlu izodizomi CDF
dagilimi goérilmektedir. B) Mozaik duplikasyona ait varsayilan het_int
degeri olan 0,35 ile CDF olusturuldugunda “6’li BAF semasi” nedeniyle
modellere ait CDF dagilimlari test 6rnegine ait CDF dagilimindan seklen
farkli olmaktadir. Bu durum fm, ve given aralgi hesaplarinin dogru
yapitlamamasi ile sonuclanmaktadir. C) Copy-fm tarafindan
heterodizomi bolgesinin incelenmekte oldugu “6’li BAF semasi”’nin
bulunmasi sayesinde tespit edildikten sonra het_int degerinin 0,17'ye
degistirilmesiyle test ve modeller arasindaki CDF uyusmazliginin
giderildigine dikkat ediniz.
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4.5.3. Deneysel Mozaik Delesyon Orneklerinde Copy-fm’in Test Edilmesi

Copy-fm algoritmasinin givenilirligini ve farkli mikrodizin platformlarindaki
performansini test etmek amaciyla anne ve ogul ¢iftinden bir dizi deneysel mozaik
delesyon ornegi olusturulmustur. Calisma kapsaminda Affymetrix ve Illumina
firmalarina ait birer mikrodizin platformu kullanilarak yapilan fm hesaplamalari,
Affymetrix platformunun sundugu SmoothSignal verisinden donistirilmis LRR’den
hesaplanan fn, ile karsilastiriimistir. SmoothSignal verisi deneysel modellerin istenen
sekilde olusturulup olusturulamadiginin bir olglist olarak degerlendirilmis ve Tablo
4.3 ile Tablo 4.4'te “LRR’den fn” slitunu olarak sunulmustur. Buna gore, T5 modeli
disinda deneysel olarak olusturulan 6rneklerin hedeflenen f., degerlerine yakin
olduklari gérilmektedir. Her 2 platform igin yapilan hesaplamalar hem KS testi hem

RSS yaklasimi uygulanarak gerceklestirilmistir (Tablo 4.3 ve Tablo 4.4).

Tablo 4.3. Copy-fm’in deneysel olarak olusturulan delesyon mozaisizmlerine ait
mikrodizin verileri ile fn hesabi igin KS yontemi kullanilarak test

edilmesi.
KS
Affymetrix Illumina
Model LRR'den fm Copy-fm %95 GA Sapma Copy-fm %95 GA Sapma
%0 %0 %3.35  %0-%5.3 +%3.35 %3.4 %0-%6.5 +%3.4
%5 %10.2 %0.9 %0-%7 -%9.3 %5.8 %5.5-%6.1 -%4.4
%10 %11.5 %3.9 %0-%8.7 -%7.6 %9.5 %8.4-%10.6 -%2.0
%20 %23.9 %15.8 %14.1-%18.9 -%8.1 %20.7  %19.5-%21.3 -%3.2
%35 %39.9 %38.6  %38.4-%38.9 -%1.3 %35.5  %35.2-%35.7 -%4.4
%50 %54.3 %59.6  %58.4-%61.5 +%5.3 %51.0  %47.4-%53.4 -%3.3
%65 %68.3 %71.7  %69.4-%75.2 +%3.4 %68.8  %67.2-%69.8 +%1.6
%80 * %84 %83.3 NA -%0.7 %81.4 NA -%2.6
%90 * %92.6 %90.5 NA -%2.1 %91.0 NA -%1.6
%95 * %94.6 %94.8 NA +%0.2 %95.8 NA +%1.2
%100 * %97.5 %98.4 NA +%0.9 %96.1 NA -%1.4

*Bu test 6rneklerinde het_int degeri varsayilan degerinden degistirilerek sunulan sonuca ulasiimistir.
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Tablo 4.4. Copy-fm’in deneysel olarak olusturulan delesyon mozaisizmlerine ait
mikrodizin verileri ile fm hesabi igin RSS yontemi kullanilarak test
edilmesi.

RSS
Affymetrix Illumina
Model LRR'den fm Copy-fm %95 GA Sapma Copy-fm %95 GA Sapma
%0 %0 %9.3 %0-%5.3 +%9.3 %3.5 %0-%6.5 +%3.5
%5 %10.2 %0  %0-%7 -%10.2 %7.5  %5.5-%6.1 -%2.7
%10 %11.5 %3.8 %0-%8.7 -%7.7 %10.3  %8.4-%10.6 -%1.2
%20 %23.9 %17.3  %14.1-%18.9 -%6.6 %21.2  %19.5-%21.3 -%2.7
%35 %39.9 %39.0 %38.4-%38.9 -%0.9 %36.2  %35.2-%35.7 -%3.7
%50 %54.3 %58.4  %58.4-%61.5 +%4.1 %50.9  %47.4-%53.4 -%3.4
%65 %68.3 %68.4  %69.4-%75.2 +%0.1 %67.7  %67.2-%69.8 -%0.6
%80 * %84 %80.6 NA -%3.4 %80.1 NA -%3.9
%90 * %92.6 %89.6 NA -%3.0 %90.9 NA -%1.7
%95 * %94.6 %92.0 NA -%2.6 %96.0 NA +%1.4
%100 * %97.5 %99.5 NA +%2.0 %98.2 NA +%0.7

*Bu test 6rneklerinde het_int degeri varsayilan degerinden degistirilerek sunulan sonuca ulasiimistir.

4.5.3.1. Copy-fm fn Hesaplamalari igin KS ve RSS Yéntemlerinin
Karsilastiriimasi

RSS ve KS yontemleri fm hesaplamalari karsilastirildiginda hem Affymetrix hem
de lllumina platformundan elde edilen sonuglarda RSS ile hesaplanan fn degerlerinin
%95 gliven araligi (%95 GA) disinda kalabildigi gorilmustir. Affymetrix igin TO, T35 ve
T65 orneklerinde; Illumina igin ise T5 ve T35 o6rneklerinde bu durum agikca
gorilmektedir (Tablo 4.3 ve Tablo 4.4). RSS yaklasiminda kullanicida karisiklik
yaratabilecek bu durumu 6nlemek icin Copy-fm’in f analizlerinde RSS yontemi terk
edilmis, KS yontemi ile fm hesaplanmasina karar verilmistir. RSS yontemi ile %95 GA
disinda kalan sonucglarin 6nemini arastirmak icin TO Ornegi icin Affymetrix
platformundan elde edilen fn hesabi siiregleri hem KS hem RSS yontemleri icin
incelenmistir (Sekil 4.11). Bu inceleme sonucunda farkli fm modelleri ile karsilagtirma
sonucu elde edilen “rezidiiel karelerinin toplami” degerlerinin daha yatay az bir
varyasyon gosterdigi ve boylece ufak farkhliklardan bir sonuca vardigi gortlmustur.
Buna karsin, KS istatistiginin degeri olan D degerleri farkli fn, modelleri icin
hesaplandiginda modeller arasi D degeri farklihgl daha yliksek, boylece yapilan

hesaplama daha keskindir (Sekil 4.11).
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Sekil 4.11.  Affymetrix platformundan TO 6rnegi igin fn hesaplamasi sirasinda
kullanilan RSS ve KS yontemlerinin karsilastiriimasi.

Grafiklerde x ekseninde kontrol verilerine gore olusturulan farkh fm
modelleri, y ekseninde ise solda her bir model icin hesaplanan
“rezidlel karelerinin toplami” sagda ise her bir model i¢in hesaplanan
KS istatistiginin sonucu olan D degerleri yer almaktadir. TO 6rnegi i¢cin
gizilen bu grafiklerde beklenen fm degeri %0 olup KS grafigindeki keskin
degisimler nedeniyle bu deger beklenen %0 degerine daha yakinken
(kirmizi ok), RSS grafigindeki yatay seyir nedeniyle beklenen %0

degerinden daha uzaktir (yesil ok).

4.5.3.2. Copy-fm’in Farkh Mikrodizin

incelenmesi

Platformlarindaki Etkinliginin

Copy-fm’in her 2 platformda yaptigi hesaplamalara bakildiginda lllumina

mikrodizin verisinden elde edilen sonuglarin olusturulan tim deneysel 6rneklerde

beklenen fn degeri ile uyumlu fr degerleri ortaya koydugu ve %5 hata payi icinde

sonug verdigi gorilmektedir (Tablo 4.3 ve Tablo 4.4). Ayni 6rnekler kullanilarak

Affymetrix mikrodizin platformundan elde edilen sonuclara gore ise, dlisiik oranli

mozaisizmlerde %5 hata oraninin disina gikildigi, maksimum KS igin %9,3 (Tablo 4.3),

RSS icin %10,2 (Tablo 4.4) fark yaratan yakin sonuclar elde edildigi gortilmustir. Bu

nedenle, Affymetrix verisinde istatistiksel yaklasim ayirt edilmeksizin Copy-fm’in daha

az isabetli oldugu sonucuna varilmistir.
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4.5.3.3. Yiikksek  Oranh Delesyon Mozaisizmlerinde  Copy-fm’in
Degerlendirilmesi

Copy-fm tasarlanirken yiiksek oranli delesyon mozaisizmlerinde az sayida
heterozigot varyant sebebiyle analiz yapmanin zorlasabilecegi ve analiz yontemi
degistirilmediginde hatali hesaplamalar yapilabilecegi beklenmekteydi. Bu nedenle,
Copy-fm algoritmasi yiksek oranl delesyon mozaisizmlerini saptadiginda kullaniciyi
het_int degerini degistirerek analiz yapmaya yonlendirmemektedir. Bu sayede, bu
uyarinin verildigi %80 ve Uzerindeki mozaik delesyon orneklerinde het_int degeri
0,4-0,5 arasinda degistirilerek Tablo 4.3 ve Tablo 4.4’te goriilen dogru sonuglara
ulasiimistir.
Yiksek oranli delesyon mozaisizmlerinde dogru sonuca ulasmak icin degerlendirilen
alternatif “BAF ters ¢cevirme” yaklasimi, her 2 mikrodizin platformundaki yiiksek oranli
mozaisizm delesyonu verilerinde (T80, T90, T95 ve T100) denenmis ve elde edilen
sonuclar Tablo 4.5’te sunulmustur. Elde edilen sonuclar platform arasinda tutarhlik
arz etmemekte ve beklenen degerden sapmalar Tablo 4.3’te yer alan het_int
degistirme yaklasimina gore daha fazla olmaktadir. Bu durumun sebebini incelemek
icin her 2 platformdan elde edilen T80 6rneklerine ait BAF degerlerinin histogramlari
cizilmis ve BAF degerleri ters ¢evrilen varyantlarin dagilimi incelenmistir. Buna goére
heterozigot BAF dagiliminin daha belirgin oldugu T80 6rneginde Illlumina verisinde
Affymetrix verisine kiyasla ¢ok daha fazla varyantin 0,5 degerinde oldugu
gorilmektedir (Sekil 4.12). Bu durum homozigot varyantlarinda donlstirilmekte ve
analize dahil edilmekte oldugunu gosterdigi icin “BAF ters g¢evirme” yaklasiminin

kullanimindan vazgecilmistir.

Tablo 4.5. Yiksek oranli mozaik delesyon 6rneklerine ait verilerde “BAF ters
cevirme” yaklasimiyla elde edilen sonuglar.
Affymetrix Illumina
Model LRR’den fm fm %95 GA Sapma fm %95 GA Sapma
T80 84% 91.15%  %88,1-%94.4  +%7,15  74.90% NA -%9,1
T90 92.60% 99.15% %93 - %100 +%6,55 %87,65 NA -%4,95
T95 94.60% 99.50% NA +%4,9 %91,7 NA -%2,9

T100 97.50% %99,95 NA +%2,45 %93,6 NA -%3,9
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Sekil 4.12. T80 Ornegi icin Affymetrix ve lllumina mikrodizin verilerinde “BAF ters
cevirme” sonrasi varyant BAF degerlerinin dagilimi.

T80 Ornegine ait Affymetrix (solda) ve Illumina (sagda)
platformlarindan alinan varyantlarin “BAF ters g¢evirme” yaklasimi
sonrasi BAF degerleri dagihmi histogram olarak gorilmektedir.
Histogramda 0,5 civarinda yer alan varyantlar homozigot varyantlari
temsil etmekte ve bu varyantlarin da bir dagilim gdstermesinden
kaynaklanan zorluk nedeniyle “BAF ters cevirme” yaklasiminda
heterozigot  varyantlarin  homozigot  varyantlardan  ayrimi
zorlagsmaktadir.

4.6. Copy-fm’in Mozaik CNV Bolgelerini Saptama Yeteneginin Denenmesi

Copy-fm aracinin yazilmasindaki esas amac, kullanici tarafindan belirlenen bir
genomik bolge icin fn hesabinin yapilabilmesidir. Ancak isabetli fm hesaplayabilen bu
yaklasimin genom boyu tarama yaparak mozaik CNV’leri bulabilmesinin de miimkin
oldugu Copy-fm’in yazildigi ilk andan itibaren distinGimustir. Bu nedenle, Copy-fm
icerisinde scanfm fonksiyonu olusturularak “6nce fn sonra lokasyon” (fm-first)
yaklasimi ile 5q’da mozaik delesyonu olan bir bireyin 5. kromozomunun tamaminin
taranarak bu mozaik delesyonun bulunabilirligi degerlendirilmistir. Bu amagla, “kayan
pencere” yaklasimi ile yapilan incelemede farkli pencere boyutlarinda (3 Mbp, 5 Mbp
ve 10 Mbp) delesyona sahip ve normal bireylere ait mikrodizin verileri incelenmistir.
Sekil 4.13’te gortilen sonuclara gore, delesyon beklenen bireyde scanfm fonksiyonu
ile beklenen delesyonun farkli pencere boyutlarinda bulunabildigi gérilmistir. Bu
verinin, delesyona sahip olmayan bir bireyden elde edilen farkh platformdaki veriler
ile karsilastirilmasi sonucunda da Affymetrix platformundan elde edilen veride arka

plan giriltisinin lllumina platformuna kiyasla genel olarak daha yiksek oldugu
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dikkat cekmistir (Sekil 4.13). Copy-fm’in 2 farkli platforma gére CNV bulunmayan bir

bireyde (T0), 5. kromozom boyu tarama yapmak icin gereken galisma sireleri ise

Tablo 4.6’da gosterilmistir. Bu stireler Windows 10 isletim sistemli, Intel(R) Core(TM)

i5-10210U, 1,6 GHz, 4 gekirdekli, x64 islemciye ve 8 GB RAM'e sahip bir bilgisayarda

elde edilmistir.

5q delesyonlu birey - Affymetrix

TO (normal birey) - Affymetrix TO (normal birey) - lllumina
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Tablo 4.6.

Copy-fmile 5. kromozom boyunca mozaik CNV’lerin taranmasi.

Copy-fm’in  scanfm fonksiyonu kullanilarak gergeklestirilen 5.
kromozom boyu taramalar igin Ust, orta ve alt satirlarda sirasiyla 3
Mbp, 5 Mbp ve 10 Mbp pencere boyutlari kullaniimistir. ilk siitundaki
grafikler 5q bolgesinde delesyon olan bireye ait Affymetrix
verilerinden elde edilmistir. Orta sttunda 5. kromozomda delesyon
bulunmayan bir bireye ait Affymetrix verilerinden elde edilen scanfm
sonuclari gorilmekteyken, son sutunda ayni bireye ait lllumina
verilerinden elde edilen scanfm sonugclari yer almaktadir. Bu sonuglara
gore chr5:142,310,899-154,530,330 bolgesinde ~%60 delesyon
mozaisizmi bulunan bireyde bu delesyonun Copy-fm tarafindan
saptanabildigine dikkat ediniz.

Bir CNV bulunmayan TO 6rnegine ait Affymetrix ve lllumina verilerinde
Copy-fm’in 5. kromozom taramasi i¢in gecen siireler.

Pencere boyutu Affymetrix lllumina

3 Mbp
5 Mbp
10 Mbp

02:04
01:38
01:21

02:58
02:33
02:26

Her 2 platformda TO 6rnegine ait 5. kromozom taranmistir.
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Copy-fm’e ait scanfm fonksiyonunun genom boyu tarama yapabilme yetenegi

de 10 Mbp pencere araliklari ile 5q delesyonuna sahip bireyin Affymetrix mikrodizin

verisi kullanilarak degerlendirilmistir. Tim genom boyu tarama islemi yukarida

bahsedilen donanim alt yapisinda 38 dk 23 sn siirmis olup, 5. ve 12. kromozoma ait

sonuglar Sekil 4.14’te, 1-22 ve X kromozomlari ise EK-7’de sunulmustur. Sonuglarin

gorsel hale getirilmesi icin KaryoPlotR isimli R paketi kullaniimistir (138).
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Copy-fm icinde yer alan scanfm fonksiyonu ile 5q ve 12g mozaik
delesyonlu bireyde 5. ve 12. kromozomun gorinimd.

Copy-fm kullanilarak 5q ve 12q delesyonuna sahip birey icin 10 Mbp
pencere boyutunda scanfm fonksiyonu ile gerceklestirilen tim genom
tarama isleminin sonucu 5. (sol) ve 12. kromozomlara (sag) ait fm
grafikleri gosterilmistir. Her iki kromozoma ait grafigin x ekseninde p
ucundan g ucuna genomik lokasyonlar gosterilirken; kromozom
ideogrami Uzerinde yer alan kirmizi, mavi ve siyah kutucuklar ise
sirasiyla delesyon, duplikasyon ve fm hesabi yapilamayan genomik
pencereleri belirtmektedir. Kutucuklarin izerinde yer alan mor renkli
cizgi grafigi ise y ekseninde yer alan % cinsinden fn degerlerini
gostermektedir. Sonuclara gore, scanfm ile mozaik delesyonun
bulundugu ¢chr5:142.310.899-154.530.330 bolgesini  kapsayan
pencerelerde ~%60 delesyon mozaisizminin saptanabildigine ve 12q
mozaik delesyonunun bulundugu chr12:91.865.761-95.215.021
bolgesini kapsayan tek pencerede ise arka plan gliriltiisiinden yliksek
bir pik deger (~%30) alindigina dikkat ediniz. 12. kromozomdaki mozaik
delesyon kicik olmasina karsin saptanabilmesi; ancak Copy-fm tam
sinirlar verilerek calistinimadiginda mozaik delesyon oraninin gercek
degerinden disuk saptandigi dikkat cekmektedir.
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4.7. Copy-fm’in Diger Mozaik CNV Saptayan Yazilimlarla Kiyaslanmasi

Copy-fm, mozaisizm fraksiyonu (fm) saptamasi ile 6n plana ¢ikan bir
biyoinformatik aractir. Literatlirde ayni amagla 6n plana ¢ikan arag DANFIP olup diger
araglarin oncelikli amaci mCNV bulunan genomik bolgelerin belirlenmesidir. Bu
nedenle, mCNV’leri inceleyen biyoinformatik araglardan BAFSegmentation, MAD/R-
GADA, triPOD, affy2sv araglari fm degeri hesaplayamamalari nedeniyle bu tez
kapsaminda karsilagtirma yapmak igin kullanilmamistir. Bunun yaninda, triPOD araci
anne-baba-cocuk Uglisinin verisine ihtiyag duymasi; ASCAT ve OncoSNP spesifik bir
mikrodizin platformuna 0zgl olmasi ve tlimoér-kontrol karsilastirma ornekleri
degerlendirebilmesi; OncoSNP-SEQ, ascatNGS ve MrMosaic sadece NGS verisi ile
calisabilmesi; DANFIP MS Excel’den calismasi ve pratik bir karsilastirma imkani
sunmamasi; SOMATICs ise erigsilememesi sebebiyle Copy-fm ile karsilastirilamamistir.
MONTAGE ve MoChA araglari kullanimlari igin 6nerilen yontem (Bkz. EK-8) yardimiyla
basariyla calistiriimis ve etkinlikleri Copy-fm ile kiyaslanmistir.

MoChA kullanilarak bu ¢alisma kapsaminda elde edilen Illumina verilerinin
incelenmesi gerceklestirilerek MoChA’nin etkinligi ve Copy-fm ile kiyaslamasi
yapilmistir (Tablo 4.7). Bu arag <%35 fm oranlarinda yapilan hesaplamalarda £%5 hata
payi icerisinde glvenilir sonuglar verirken f, degeri ylikseldikce MoChA tarafindan

hesaplanan fr, degerleri gercek fn degerlerinden bliylik sapmalar gostermektedir.

Tablo 4.7. Copy-fm ile MoChA araclarinin fy, hesaplamalarinin karsilastirilmasi.
Affymetrix [llumina
Model LRR'den fm Copy-fm Sapma MoChA Sapma
%0 %0 %3.4 +%3.4 - NA
%5 %10.2 %5.8 -%4.4 - NA
%10 %11.5 %9.5 -%2.0 %7.4 -%4.1
%20 %23.9 %20.7 -%3.2 %19.1 -%4.8
%35 %39.9 %35.5 -%4.4 %33.2 -%6.7
%50 %54.3 %51.0 -%3.3 %40.3 -%14.0
%65 %68.3 %68.8 +%1.6 %50.6 -%17.7
%80 %84 %81.4 -%2.6 %44.4 -%39.6
%90 %92.6 %91.0 -%1.6 %40.0 -%52.6
%95 %94.6 %95.8 +%1.2 %38.4 -%56.2

%100 %97.5 %96.1 -%1.4 %41.0 -%56.5
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MONTAGE araci basariyla galistirilmis; ancak bu galisma kapsaminda deneysel

olarak elde edilen Affymetrix ve lllumina mikrodizin verilerinde X kromozomu igin fm

hesaplamasi yapmakta basarili olamamistir. Copy-fm ile en uyumlu ¢alisma ilkelerine

sahip 3 biyoinformatik aracin (MoChA, MONTAGE ve DANFIP) yetenekleri ile yapilan

kiyaslama Tablo 4.8’de sunulmustur.

Tablo 4.8. Copy-fm’in benzer biyoinformatik araglar ile karsilastirilmasi.

Araglar Deneysel Giiven Farkh NGS Genom boyu
Modelden | Araliklarinin Platformlara Verisiyle Tarama
fm Hesabi Belirtilmesi Adaptasyon Uyum

Copy-fm Evet Evet Evet Evet* Evet

MoChA Evet** Hayir Hayir Evet Evet

MONTAGE Hayir Hayir Evet Evet Evet

DANFIP Evet Hayir Hayir Hayir Hayir

*Copy-fm NGS verisine uyumlu olarak tasarlanmis; ancak heniiz NGS verisine uygun bir preprocess
fonksiyonu olusturulmamistir. **Sadece lllumina verisinden hesaplama yapabilmektedir.
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5. TARTISMA

CNV’ler, yapisal varyantlar igerisinde yer alan delesyon ve duplikasyonlarla
genomik bolgelerdeki kopya sayilarini tek bir hiicre icerisinde tam sayi olacak sekilde
etkileyen degisikliklerdir. Bir hiicre popilasyonu s6z konusu oldugunda ise bir
genomik bolge her hiicrede farkli kopya sayilarinda bulundugunda bu degisiklikler
tim hicre popilasyonu acisindan tam sayi disinda kopya sayilari seklinde ifade
edilebilirler. Hacrelerin bir kisminda CNV olmasi sonucu ortaya ¢ikan bu durum,

mozaik CNV’lerin sebebidir.

Ozellikle son 20 yildir mCNV’ler kanser genetigi calismalarinda én plana
ctkmaktadir. mCNV’lerin saptanmasinin kanser gibi hastaliklarda tani ve tedavi
acisindan 6nemini kavramis olan bircok arastirmaci bu konuda ¢alismalar yapmakta
ve birgok ticari firma da 2000’li yillarin basindan beri 6zellikle CNV’lerin saptanmasina
yonelik klinik test, cihaz ve programlar Gretmektedirler (139). Ancak mCNV’lerin
varhginin ve genomik lokalizasyonunun saptanmasinin yani sira, tani ve tedavinin
seyrinde onemli role sahip bir degisken de mCNV’lerin oranini yansitan mozaisizm
fraksiyonu (fm) olmaktadir (83). Literatlir taramalarimiz gosteriyor ki, fm
hesaplamasini basarabilmis ve gliniimuize kadar ulasabilmis cok az yontem mevcuttur
(110, 140). Mevcut yontemlerin tercih edilmelerini saglayan c¢esitli nedenler olsa da;
hiz, performans, yliksek dogruluk orani ve kullanim kolayligi gibi 6zelliklerin tamamini
bir arada barindiran bir ara¢ bulunmamaktadir. Bu sebeple bu tez galismasi
kapsaminda; glvenilir mikrodizin platformlari olan ve yaygin kullanilan Affymetrix ve
Illumina SNP mikrodizin verilerinden f, hesaplayabilen, modifiye edilmis bir DANFIP
algoritmasindan faydalanan, genomun farkli 6zelliklerinden kaynakli pek ¢ok sorunu
analiz asamasinda otomatik olarak ¢6zebilen ve R programlama dilinde yazilmis Copy-

fm adi verilen bir biyoinformatik arag gelistirilmistir.

Copy-fm araci, temelde 3 fonksiyonun bir arada bulundugu bir paket olacak
sekilde tasarlanmistir. Bu fonksiyonlardan; 1) preprocess fonksiyonu sonraki
asamalarda analiz icin farkli kaynaklardan alinan BAF ve LRR degerleri hesaplanmis

veriyi Copy-fm icin analiz edilmeye uygun hale getirmektedir, 2) fm fonksiyonu fm
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degerini ve given araligini hesaplamaktadir, 3) scanfm fonksiyonu ise tekrarli olarak
fm fonksiyonunu kullanarak “fm-first” yaklasimi ile genom boyu tarama yapmakta ve

mMCNV bolgelerini aramaktadir.

Copy-fm giinlimizde en sik kullanilan 2 mikrodizin platformu Ureticisinin
verileri kullanilarak denenmis ve her iki platformda da basarili oldugu gosterilmistir.
llumina platformunda daha glivenilir sonuglar Greten Copy-fm’in bu o6zelliginin
[llumina platformunda daha az varyasyona sahip bir BAF dagilimindan kaynaklandigi
dislnilmistir. Bu durum hem elde edilen deneysel veriden X kromozomu
delesyonu icin vyapilan fn hesaplamalarinda hem de scanfm fonksiyonunun

denenmesi sirasinda gozlenen arka plan guriltisi incelendiginde ortaya ¢ikmaktadir.

Copy-fm algoritmasi, DANFIP algoritmasi temel alinarak hazirlanmis; ancak en
olasi fm degerini hesaplamak icin RSS veya MSR gibi yaklasimlar yerine KS istatistigine
basvurmustur. KS istatistiginin 6nemli bir 6zelligi dagilimlari sadece ortalamalari ve
varyasyonlari ile degil dagihm sekilleri agisindan da karsilastirabilmesidir (141). KS
testinin kullanilmasi sayesinde, Copy-fm’in yaptigi fm degeri hesaplamalarinin yaninda

bir gliven araligi da sunmak mimkin olmaktadir.

RSS vyaklasimi yerine KS testinin kullanilmasinin bir avantaji da o6zellikle
Affymetrix verisinde karsilasilan ve yiksek varyansli sonuglar icin RSS yaklasiminin
given araliklarinin disinda sonug vermesinin 6nline gegilmesidir. Bu sekilde, RSS
yaklasimi disik oranli mozaisizmler icin KS istatistig§inden anlamli sapmalar
gostermektedir. Bunun sebebinin CDF dagilimlari karsilastirmasi yapilirken RSS
yaklasiminin dagilim uglarindan ve asimetriden ¢ok etkilenmesi KS'nin ise merkezi
degerlere odaklanmasi olarak goriilmustiir (142). Olusturulan deneysel modeldeki
CDF kiyaslamalarinda ayni tip 6zelligi gosteren tim dagilimlar icin bu sekilde sonug
alinmasi KS’nin bu sebeplerle daha uygun olan yaklasim olmasina karar verilmesine

sebep olmustur.

Copy-fm’in giiven araliklarini belirlemede yararlandigi KS testinde o6zellikle
ylksek oranli mozaisizmlerde p degerlerinin anlamsiz oldugu dikkat ¢cekmistir. Bunun

bir sebebinin yiksek oranli mozaisizmlerde heterozigot varyantlarla homozigotlarin
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birbirine karigmasi ve heterozigot SNP’ler igin BAF degerlerinin homozigot SNP’lerin
sahip oldugu 1 ve 0 degerlerine yakin olmasidir. Bu durum dagilimlarin modellere iyi
uyum gostermesine engel olmaktadir. Bu nedenle minimum D degeri saptanabilse
bile p degerleri hicbir mozaisizm modeli i¢in uyumu isaret edemediginden gliven
araliklari belirlenememektedir. Ancak giiven araliklariyla ilgili hem iterasyon hem de
minimum D degerlerinin sinirlari gibi ¢6ziimler getirmek denenebilecek yontemlerdir.
Bazi verilerde ortaya ¢ikan ve heterozigot varyantlarda yukari yonli degisimler ile
asagl yonli degisimlerin esit miktarda olmamasindan kaynaklanan asimetri
problemini ise SOMATICs algoritmasinda yer alan “katlama” (folding) yontemi ile
¢6zmek mumkiindir. Folding yontemi, BAF dagilimlarinin 0,5 etrafinda simetrik
olmasini avantaja cevirerek dagihmin 0,5 Ustlinde ve altinda olan pargalarini bir tarafa

toplayarak degerlendirmekte ve asimetri problemini ortadan kaldirmaktadir (103).

Copy-fm’i benzer araglardan ayiran onemli oOzellikler bulunmaktadir. Bu
ozelliklerin basinda bir kontrol grubu ile kiyaslama yaparak c¢alismasi gelmektedir.
Kontrol verileri ile kiyaslama yapmasi sayesinde Copy-fm farkl platformlara kolaylikla
uygulanma potansiyeli tasimaktadir. Copy-fm kapsamindaki preprocess fonksiyonuna
kiicik eklemeler yapilmasi ile pek ¢ok farkli veri tiirii BAF ve LRR (veya CN) degerleri
icermeleri kaydiyla Copy-fm’e uyarlanabilmektedir. Tez kapsaminda Affymetrix ve
Illumina sirketlerinden birer mikrodizin platformu kullanilarak Copy-fm basariyla
cahistirilmistir ve mevcut preprocess fonksiyonu bu sirketler tarafindan Uretilen her
tirli mikrodizin platformunda analiz gerceklestirebilecek sekilde tasarlanmistir. Tez
kapsaminda kullanilan kontrol 6rneklerinin verileri frekans verisi sekline getirilerek
kullanici tarafindan bir kontrol verisi sunulmadan, Copy-fm igerisine gomilmius
kontrol verileri ile de analizlerin gerceklestirilmesi gelecekte miimkiin olabilecektir.
Bu sekildeki bir yenilik, kullanici tarafindan saglanan bir kontrol verisine olan ihtiyaci

ortadan kaldiracagi icin kullanim kolayhgi saglayacaktir.

Copy-fm mikrodizin verisi ile calisan bir arac¢ olarak tasarlanmis olsa da
algoritmasinin NGS verisinden yapilan analizlere uyarlanmasi mimkindir. Bununigin

gerekli olan en 6nemli basamak preprocess fonksiyonunun NGS verisine yonelik



105

dizenlenmesidir. Tez sirasinda, bir NGS verisi manuel olarak Copy-fm icin uygun veri
formatina donistirilmis ve Copy-fm’in NGS verisinde de basarisina iliskin kanitlar
elde edilmistir. Buna karsin, preprocess asamasi manuel olarak gerceklestirildigi ve
Copy-fm’in NGS konusundaki yetkinligi sadece tek bir bireye ait veriden denendigiicin
bu sonuclara yonelik veri gosterilmemistir. Ancak umut vaat eden bu sonuclar
PennCNV yaziliminin da yardimiile Copy-fm’in farkli NGS platformlarindan elde edilen

verilerde verimli olarak ¢alisabilecegini isaret etmektedir (143).

Kontrol ve test edilen 6rneklerdeki heterozigot varyantlar Copy-fm’in
calismasi igin gerekli veri kaynagini olusturmaktadir. Dogal genomik olaylar ve
edinilmis mozaik CNV’ler bu kritik veri kaynaginin bazi genomik bolgeler icin analizi
tehlikeye atacak sekilde daralmasina sebep olabilmektedir. Ozellikle, UPD veya ortak
atadan ayni haplotipin homozigot kalitilmasi kaynakli LOH bélgeleri ile ylksek oranli
mozaik delesyon senaryosunda analiz edilecek varyant sayisindaki azlik sorun
yaratmaktadir. Ustelik, bu durum sadece test edilen 6rnegin verisi ile iliskili
olmamakta, benzer genomik bélgeler CDF ¢izilmesinde kullanilan kontrol 6rneklerinin
en az birinde bulundugunda da sorun tegkil etmektedir. Copy-fm ile ilgili ilk
denemelerde heterozigot varyant azligi ile ilgili siire¢ icin kontrol basamaklari
eklenmeden analizler gergeklestirildiginde scanfm rastgele ve yanlis pozitif mozaik
CNV bolgeleri tespit etmekteydi. Hem test edilen 6rnek hem de kontrol érnekleri igin
bu kontrol basamaklari eklendiginde ise heterozigot varyant azligi nedeniyle ortaya
¢tkan bu sorunlarin 6nline gecilmis ve scanfm fonksiyonunun dogru calismasi
saglanmistir. Bu sonuclar, heterozigot varyant miktari acisindan yapilan analiz 6ncesi
eklenen otokontrol basamaklarinin 6nemini agik¢a ortaya koymakta olup boyle bir
ozellik bildigimiz kadariyla daha 6nce literatiirde yer alan biyoinformatik araglarda
bulunmamaktadir. Turkiye’de akraba evliliginin sik olmasi nedeniyle LOH bdlgelerinin
genomlarda daha ¢ok karsilasilan bir durum oldugu distnildigiinde ise bu 6zellik

Ulkemize 6zel ayri bir 6nem teskil etmektedir.

Copy-fm ile hem delesyon hem de duplikasyon mozaisizminin saptanmasi

asamalarinda ortaya ¢ikmasi dngoriilen bazi sorunlara ise tez slirecinde ¢oziimler
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bulunmustur. Mozaik delesyonlarin incelenmesi sirasindaki 6nemli bir sorun, yiksek
oranli mozaik delesyonlarin analizinde ortaya ¢ikmistir. Bu bélgelerde het_int sinirlari
icerisinde az varyant kalmasi, Copy-fm’in heterozigot varyant kabullini belirleyen
sinir olan het_int degerinin yikseltilmesi ile ¢dzulmustlr. Bu sekilde, Copy-fm’in
yaptigl fm hesaplari yliksek oranli mozaik bolgeler icin de yiksek oranla isabetli hale
getirilmis ve bu durum elde edilen deneysel veride gosterilmistir. het_int degerinin
degistirilmesine ek alternatif bir yaklasim olan “BAF ters cevirme” algoritmasi da
denenmis; ancak hem Affymetrix hem de Illumina platformlarinda bu yaklasimla elde

edilen sonuglar isabetli olmadigi icin yontem terk edilmistir.

Duplikasyon ile ilgili sorun ise farkl duplikasyon senaryolarinin farkli BAF
dagilimlari olusturabilecegi gercegidir. Bu durum, kanser dokusundaki mCNV’lerin
incelendigi durumlarda trizomiden kurtulma senaryosu mimkin olmadigi icin sorun
olmamaktadir. Buna karsin, trizomiden kurtulma gibi senaryolarin da mimkin oldugu
kalitilan bir anomalinin prenatal somatik mCNV’ler ile diizeltiimesi seklinde ortaya
¢ikan genetik degisiklikler ilgilenildiginde bu tir senaryolara 06zel ¢6zimler
gerekmektedir. Copy-fm, farkli duplikasyon senaryolari sonucu ortaya cikan farkli BAF
dagilim semalarini tespit edebilmekte ve c¢ézimler sunabilmektedir. Aracin bu
yetenegi ve etkinligi, mozaik Trizomi 14’e sahip bir bireye ait veri kullanilarak

gosterilmistir.

Copy-fm’in ~ 6nemli  bir  kisithigi  mozaik UPD ve  mozaik
triplikasyon/tetraplikasyon  gibi ¢ok daha nadir mozaik  degisiklikleri
saptayamamasidir. Ancak bu degisiklikleri analiz etmesi icin basit degisikliklerle Copy-
fm’i modifiye etmek muimkin olmakla beraber ¢ok nadir degisiklikler olmalari
sebebiyle kullanici talebi olmasi ve bu degisiklikleri icerdigi bilinen test 6rneklerine ait
mikrodizin verileri bulunmasi halinde bu nadir mozaik degisiklikler icin ilerleyen

versiyonlarda eklemeler yapilabilecektir.

Copy-fm icerisinde yer alan scanfm fonksiyonu biyoinformatik aracin genom
boyu tarama yetenegini arastiran ve “kayan pencere” yaklasimina gore calisan bir

fonksiyon olarak tasarlanmistir. Tez calismasi slirecinde, tez planinda olmamasina
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karsin denenen “fm-first” yaklasimini test eden bu fonksiyon, bilinen mozaik
delesyonlari bulmak konusunda beklentinin {zerinde bir basari saglamistir.
Delesyonu olmayan bireylerdeki arka plan glirtltiisi dikkate alindiginda, bu fonksiyon
3 Mbp uzunlugunda mozaik delesyonlari lllumina platformu igin fm>%15, Affymetrix
platformu icin f>%25 degerlerinde saptayabilecek hassasiyette goriinmektedir.
Ustelik yapilan tiim analizlerde scanfm ile 5. kromozomun tamaminin mozaik CNV’ler
acisindan taranmasi 3 dakikadan kisa, 10 Mbp pencere araliklari ile genom boyu
tarama yapilmasi ise 38 dakika 23 saniye slirmektedir. Genom boyu tarama Illumina
platformunda da degerlendirildiginde Copy-fm benzer bir hiz performansi (42 dakika
39 saniye) gostermistir. Bu slirelerin pencere boyutunun kicllmesi ve incelenen

heterozigot varyant sayisinin artmasi ile uzamasi beklenmektedir.

Copy-fm igerisinde yer alan scanfm fonksiyonunun basarisinin gelecekte
eklentilerle iyilestiriimesi hedeflenmektedir. Fonksiyonun iyilestirme gerektiren
yonlerinden biri tam sinir tayini icin bir “sinir saptama” algoritmasinin eklenmesidir.
Bunun yaninda, 2 senaryoda ihtiya¢ duyulan het_int degisimlerinin otomatik hale
getirilmesi scanfm fonksiyonunun g¢ok daha etkin ¢alismasini saglayacak énemli bir
gelistirmedir. Fonksiyonun hizlanmasi saglayabilecek bir yenilik fonksiyonun birden
fazla cekirdekte paralel olarak ayni anda islev gérmesidir ve bu amaca yonelik gesitli
R paketleri mevcuttur (144). Fonksiyonu hizlandirabilecek bir diger ekleme de genotip
bilgisinin elde edilemedigi akrosentrik kromozomlarin p kollari, sentromerler ve gen
¢Olleri gibi genomik bdélgelerin analiz dncesinde scanfm icerisinde tanimlanarak bu
bolgelere yonelik fn hesaplamasinin hic yapilmamasidir. Bu sekildeki bir analiz,
incelenen bolge sayisini azaltarak scanfm’in genom boyu tarama yapma siresini

kisaltacaktir.

Copy-fm’in literatirdeki benzer araglarla karsilastirilmasi ise NGS verisinin
analizi disinda pek cok agidan yeteneklerini g6z 6niine koymaktadir (Bkz. Tablo 4.8).
Ozellikle platformdan bagimsiz analiz gergeklestiriimesi ve acemi R kullanicilari igin
bile basit bir kullanimi olmasi Copy-fm’i 6ne c¢ikaran ozellikleri arasindadir. Bu

ozellikleri ile Copy-fm’in tedavi takibi, prognoz ve hastalik siddeti belirlenmesinde sik
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basvurulabilecek bir arag olarak bilim diinyasinin ve tani ile ugrasan klinik genetik
uzmanlarinin radarina takilarak kendine genis bir kullanim alani bulacagini

ongdrmekteyiz.
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6. SONUC VE ONERILER

Tez kapsaminda mozaik kopya sayisi degisikliklerinin oranini saptamaya yonelik
R programlama dilinde Copy-fm isimli bir biyoinformatik arag gelistirilmistir.
Copy-fm mozaik delesyon ve duplikasyonlarda glivenilir bir sekilde fm
hesaplayabilmektedir.

Kontrol ve test verisinde heterozigot varyant azligi nedeniyle ortaya gikan
hesaplama sorunlari Copy-fm tarafindan otomatik olarak fark edilip analiz buna
uygun sekilde yonlendirilebilmektedir.

izodizomik duplikasyonlarin yanisira arka planda trizomiden kurtulma gibi
karmasik senaryolarin olaylar Copy-fm tarafindan kullaniciya bildirebilmektedir.
Copy-fm, fmn degeri %25 kadar disik olan CNV’lerde basarili olarak
¢alisabilmektedir.

Copy-fm farkl platformlardan elde edilen mikrodizin verileriile calisabilmektedir.
NGS verileri ile Copy-fm’in ¢alismasi mimkin olup, gelecekte bu 6zelligi test
edilip gelistirilecektir.

Copy-fm igerisinde yer alan scanfm fonksiyonu ile “fm-first” yaklasimi kullanilarak
Copy-fm ile genom boyu mozaik CNV taramasi yapilabilmektedir. Bu yontem
MCNV bulunan genomik bélgelerin tam sinirlarinin tespiti icin gelistirilebilir.
Copy-fm kodlarinin GitHub’da paylasilarak ve sonrasinda bir R paketi haline
getirilerek bir¢ok arastirmaciya ulasmasi, aracin gelistirilmesi agisindan olumlu

olacaktir.
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EK-3: Aydinlatiimis onam formu

GENETIK ARASTIRMALARDA KATILIMCILAR iCiN
AYDINLATILMIS ONAM FORMU

Hacettepe Universitesi Tibbi Genetik Anabilim Dali “Mikrodizin Kaynakli Genotip Bilgisi
Kullanilarak Kopya Sayisi Degisikliklerinde Mozaiklik Oraninin Saptanmasi” isimli bir
arastirma yapmaktadir. Bu calisma ile bazi hastaliklarin rutin tanisinda mikrodizin adi
verilen 0Ozel bir genetik yontemin analizini kolaylastiracak bir bilgisayar programi
gelistirmeyi hedefliyoruz. Bu bilgisayar programi yeni bir laboratuar yontemi olmayip
elde edilen verinin icinden farkh analizler yaparak 6zellikle bir kisinin hiicrelerinin sadece
bir kismini ilgilendiren “mozaik” dedigimiz genetik degisiklikleri saptamaya yoneliktir.
Katilimci olarak sizde bu mikrodizin testi ile bir hastalik sebebi olacak bir sonu¢ bulmayi
beklemiyor, bilgisayar programini dogrulamak ve kontrol etmek amaciyla, eger kabul
ederseniz, sizi de arastirmaya katmak istiyoruz.

Bu arastirmanin sonuglari yalnizca bilimsel amaclarla kullanilacak ve kimliginiz her
zaman gizli tutulacaktir. Bu arastirmaya katilmanizdan dolayi sizden herhangi bir para
talep edilmeyecektir. Ayni sekilde size de herhangi bir 6deme yapilmayacaktir.

Arastirmaya katilmak isterseniz Dr. Ogr. U. Dr. Arda CETINKAYA tarafindan aile
agaci bilgileriniz gikarilacaktir ve sizden ¢alisma kapsaminda 1 tip (5ml) kan alinip DNA
elde edilecektir. DNA 0Ornegi sizin genetik yapinizda bulunan ve toplumda yaygin olarak
gorinen degisiklikleri (polimorfizm) belirleme ve bu degisikliklerin kompozisyonlarini
degerlendirerek genetik materyalde kayiplar ya da kazanimlarin olup olmadiginin
arastiriimasinda kullanilacaktir. ilgili érneklerin yetersiz kalmasi halinde sizden 1 tiip
(5ml) daha kan alinmasi gerekli olabilir.

Kan alinirken igne batmasi nedeniyle hafif bir aci duyabilirsiniz. Cok disik bir
ihtimal olsa da kan alirken kanamanin uzamasi ya da enfeksiyon gelismesi riskleri olabilir.

Kisiye ait genetik bilgiler maddi ve sosyal ac¢idan istismar edilebilecek bilgilerdir.
Ornegin genetik testte biyolojik anne ve babayi belirlemek mimkiindiir. O nedenle,
arastirma sonuglarinin yalnizca bilimsel amaglarla ve kimliginizi gizli tutarak
kullanilacagini tekrar vurgulamak istiyoruz. Arastirma sonucunda hastalik sebebi bir

degisiklik gozlemlemeyi beklemiyor olsak bile hastaliga yol acabilecek genetik
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degisiklikleri tasidiginiz tesadiifen ortaya cikabilir. Bu bilgileri herhangi bir tcret talep
etmeden size bildirebiliriz. Bu konuda bilgi edinmek isteyip istemediginize yonelik
tercihinizi lGtfen yazili formun altinda belirtiniz.

Tarafinizdan alinan 6rnegin saklanmasi ve ileride yapilacak diger calismalarda
kullanimi ancak sizin izninize tabidir. Bu 6rnekler uzun yillar saklanabilir ve baska genetik
arastirmalarda ornegin kontrol 6rnegi olarak kullanilabilir. Benzer sekilde sizden elde
edilen mikrodizin verisi de veri bankalarina kimliginiz ile iliskilendirilmeden eklenip baska
arastiricilarin kullanimina acilabilir. Litfen yazilh formun altindaki segeneklerden size
uygun olan bir tanesini isaretleyerek 6rneklerin ve/veya verilerin saklanmasi ve ileride
baska arastirmalarda kullanilmasi yoniindeki goristinizi belirtiniz.

Sizinle ilgili genetik bilgiler gizli tutulacak, ancak calismanin kalitesini denetleyen
gorevliler, etik kurullar ya da resmi makamlarca geregi halinde incelenebilecektir. Sizinle
ilgili tibbi bilgiler kimlik belirtiimeden tip 6grencilerinin egitiminde veya bilimsel nitelikte
yayinlarda kullanilabilir.

Arastirmaya katilmak zorunda olmadiginiz gibi arastirmaya katilmayi kabul
ettiginizde, istediginiz anda ayrilma hakkina da sahipsiniz. Ancak bu kararinizi bize
onceden bildirirseniz arastirmanin bozulmasina meydan vermemis olursunuz. Katilmak
istemediginizde su anda sirdlrilen tedavi islemleri bundan etkilenmeyecektir.
Katilimcinin Beyani
Dr. Ogr. U. Dr. Arda CETINKAYA tarafindan yapilmasi planlanan genetik calisma
konusunda bilgi verildi ve genetik yapimdaki tim genlerin incelenmesine yonelik bir
arastirma yapilabilecegi hakkinda bilgilendim. Arastirmanin amaci, uygulama bicimi ile
riskleri ve kimlik bilgilerimle ilgili gizliligin saglanacagi konusunda yeterli agiklama yapildi.
Arastirma ile ilgili sorularim icin Dr. Ogr. Uye Arda CETINKAYA ile temas edebilecegim
bana bildirildi. istedigim zaman arastirmadan cekilebilecegimi biliyorum. Arastirmaya
katihmimin tamamen gonilli oldugu, katilmam ya da katilip daha sonra arastirmadan
cekildigim durumda tedavi ve tetkiklerimin bundan etkilenmeyecegi belirtildi. Bu

arastirmaya kendi gonilli onayim ile katilmaya olurum vardir.
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Katilimci Adi Soyadi Dogum Tarihi Adres/Tel imza

Tanik Adi Soyadi Dogum Tarihi Adres/Tel imza

Hekim:
Adi Soyadi

Adres/Tel
imza

Goriisme tarih ve saati:

Bu ¢alismada elde edilecek kendimle ilgili bilgileri,
Ogrenmek istemiyorum ()
Tani ve tedaviye yol agmasa bile 6grenmek istiyorum ( )

Sonuglarin onleyici veya tedaviye yonelik oldugu durumlarda 6grenmek istiyorum ( )

Biyolojik ornegin baska arastirmalarda kullanimi hakkinda olur beyani

[J Tarafimdan alinan kodlanmis* érnegin yalnizca énerilen galisma igin kullanimini

onayliyorum; ileride yapilmasi olasi diger ¢alismalar igin onay vermiyorum.

[J Tarafimdan alinan kodlanmis 6rnegin, arastirma konusuyla baglantili diger
calismalarda kullanimini onayliyorum, ancak farkh ¢alismalar igin tekrar bilgilendirilmek

ve yeni onay vermek istiyorum.

[J Tarafimdan alinan kodlanmis 6rnegin gelecekte her tirli genetik ¢alismada (kimligim

ile baglantisiz) olarak kullanilmasini onayliyorum.

*Kodlanmis 6rnek: Sizden alinan 6rnege bir kod numarasi verilir. Kod numarasini

yalnizca arastirici bilir ve sizin kimlik bilgilerinize yalnizca arastirici ulasabilir. Boylece

kimlik bilgileriniz gizli tutulmus olur
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Genetik Bilgilerin anonim olarak bagka arastirmalarda kullanilmasi hakkinda olur
beyani

[1 Kendime ait genetik bilgilerinin kimlik bilgilerimle iliskilendirilmeden veri bankalarina
eklenmesini, baska arastirmalarda kullanilmak tzere veri degisimi yapiimasini
ONAYLAMIYORUM.

[1 Kendime ait genetik bilgilerinin kimlik bilgilerimle iliskilendirilmeden veri
bankalarina eklenmesini, baska arastirmalarda kullanilmak Gzere veri degisimi
yapilmasini ONAYLIYORUM.
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EK-4: ChAS'Iin Analysis Workflow modilu ile Affymetrix SNP mikrodizin .CEL
dosyalarinin analizi

e Versiom: hg19 = Anatysis workiow: | CytoScanOptima_Amay Single Sample Analysis: NAZ3 - i,, name: | Warkfiow

Select the intensity (CEL) file(s) to analyze Total records: 1

T10_{CytaScanOptima_Array) CEL

u hocud
Select & suff he snahyss results

Submit Reset

Sekil 8.1. ChAS’in Analysis Workflow modili ile Affymetrix SNP mikrodizin .CEL
dosyalarinin .cychp dosyalarina dontstirilmesi.

Analysis Workflow yaziliminda en Ustteki panelde mikrodizin tipi
CytoScanOptima_Array, Genome Version hgl9 ve Analysis workflow
NA33 secilmelidir. Hemen altindaki segeneklerde ise na33 REF_MODEL
ve na33.annot.db anotasyon versiyonlari secilmis olmalidir. Ardindan
sag tarafta “Add” secenegi ile .CEL dosyalari bilgisayarda ChAS
yaziliminin bulundugu Affymetrix klasori icerisinden eklenmelidir.
Analiz sonucunda doénusturilecek .cychp dosyalarinin yer alacagi
klasor ise ortada yer alan “..” kutucugu ile secilerek yine ayni
Affymetrix klasort olmaldir. En altta sagda bulunan “submit” butonu
secilerek dosya donlisimu baslatilmaktadir.
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EK-5: Affymetrix APT (Analysis Power Tools) ile .cychp dosyalarinin .txt dosyalarina
donistiridlmesini saglayan R kodu

setwd("C:/Users/melis/Documents") # it must be the system file that APT uses

system2("C:/Program Files/Thermo Fisher Scientific/Analysis Power Tools/APT-2.11.4/bin/apt-chp-to-
txt.exe", args = ¢("C:/Users/melis/Documents/sample.cyopt.cychp")) #run APT with system2 function
library(filesstrings);

file.move("sample.cyopt.cychp.txt", "C:/Users/melis/Desktop/TEZ/R/Data") # move output file to
analysis folder

Yukaridaki kod sayesinde APT yazilimi R icerisinden system2 fonksiyonu ile
calistirilarak girdi olarak verilen .cychp dosyasinin .txt uzantili ¢iktisi alinmaktadir. APT
icin argiimanlara verilen girdinin Windows igerisinde sistem dizini olan “C” dizini
altinda bulunan bir klasérde yer almasi gerekmektedir. Daha sonra cikti dosyalari
Copy-fm’in galisma klasore taginmaktadir.
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EK-6: lllumina GenomeStudio ve Beeline ile SNP mikrodizin analizi basamaklari

X B Genatyping Project C Genotyping Project
(3 GenomeStudio 20 Welcoma tathe Genotyping Prejeetwizard ”um| na Please specifythe name andlocation foryour project “Ll mi
File  Edit View Analysic Tools Window Help Welcame tothe Genatyping Projsct Wizad. Ths wizard ill guide you through the Brojects Repository
steps nended to create a project for one of lllumina's genotyping assays. C\Program 2 A -] Brer
D =] H L This analysi module supports the GoldenGate and Infinium assays. The assay will Praject Herme
be defined by the SNP manifest that you select for your project.
- Preje_Adi|
Start Page 1 you have o pre-existing cluster file, you can choose to import the cluster positions ® Cross
from that file. ~
O Select from LIMS.
Project will be created ini - Ci\Program Files\llumina\GenomeStudio
- 2.0\Modules\BSGT\Preje_Adi
New Project
Y .
GT)
\GT) Polyploid Genotyping
Genotyping
Cancel
D cenotyping project E F
| I umina SNP Manifest
C:\Program Files\lllumina\GenomeStudio 2.0\Modules\BSGT\} Browse...
Data Repository
C:\Program Files\lllumina\GenomeStudio 2.0\Modules\BSGT || Browse.
dicectories with intensity fles
Directories in Repository: Selected Directories Options Project Creation Actions

206486460117_R02C01

Ada=—>_]| v 2> M Gale

ple and SNP Statistic

[ Cale ability
- = St Bt Cancel Back. Finsh
Sekil 8.2. [llumina GenomStudio’da proje olusturulmasi.

Sekilde GenomeStudio icerisinde tiklanmasi gereken butonlar kirmizi
kutucukla isaretlenmis ve isaretlenmesi gereken yerler kirmizi oklarla
belirtilmistir.

A) Program agcildiktan sonra karsilagilan ekranda “Genotyping”
secilmelidir. B) Ardindan acilan yazida “Next“ segilmelidir. C) Bir
sonraki pencerede olusturulacak projenin yer alacagi klasor ve proje
adi belirtilerek “Next” segilmelidir. D) Alttaki secenek segilerek SNP
mikrodizin Ornekleri sinyal dosyalari segilerek eklenmelidir. E)
Ardindan .idat dosyalarinin bulundugu klasér ve dosyalar sol tarafta
tiklanarak “Add” ile sag tarafa eklenmeli ve “Next” ile ilerlenmelidir. F)
Son asamada .bpm ve .egt uzantili manifest ve cluster dosyalari
secilmeli ve SNP istatistiklerinin hesaplanmasi segenegi isaretlenerek
“Finish” ile proje hazirlanmasi bitirilmektedir.
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Sekil 8.3. Illumina GenomeStudio’dan FinalReport.txt alinmasi.

Sekilde A-F asamalarinda secilmesi gereken yerler kirmizi kutucuk ve
oklarla isaretlenmistir. A) Bir ©6nceki asamada olusturulan proje
GenomeStudio’da acilir. B) Ust panelde bulunan “Analysis”
sekmesinde “Reports” ve saginda acilan sekmede “Report wizard”
secilir. C) Bir sonraki pencerede FinalReport secilerek “Next” denir. D)
Solda bulunan “Standard” isaretlendikten sonra raporda yer almasi
gereken basliklar sag taraftan secilerek “Show” secenegi ile sol tarafa
eklenmelidir. Altinda ise “Group by” secenegi “sample” olarak
isaretlenmeli, sol tarafta “Tab” isaretlenerek “Next” secilmelidir. E)
“Zeroed SNPs” isimli kisimda alttaki secenek isaretlenerek
hesaplanamamig SNP istatistikleri dahil edilmemelidir. Diger segenekte
ise “include intensity only SNPs” isaretlenmelidir. F) Tablonun
kaydedilecegi klasor ve tablo ismi belirtilerek “Finish” ile
FinalReport.txt uzantili tablo elde edilmektedir.



Bl Convert IDAT te GTC _

@ Convert To GTC

|Dat Folder:

C:\Program Files\llluminaiGenomeStudio 2.0\Modules
\BSGT\206486460117_ROSC02

Generate GTC files in:
== (8 Existing IDAT folder
() Alternate folder

GTC Folder:

Manifest:

C:\Program Files\llluminaiGenomeStudio 2.0\Modules
\BSGT HumanCytoSMP-12v2-1_LM.bpm

Cluster File {optional):

C:\Program Files\llluminaiGenomeStudio 2.0\Modules
\BSGT HumanCytoSNP-12v2-1_LM.egt
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Sekil 8.4. Beeline yazilimi ile .idat dosyalarinin .gtc dosyalarina donustirilmesi.

Secilmesi gereken kutucuklar kirmizi oklar ile belirtilmistir.ilk olarak
ornege ait .idat dosyasinin bulundugu klasoér secilmelidir. Altindaki ilk
secenek segilerek ¢evrilen .gtc dosyasinin .idat dosyalari ile ayni yerde
olmasi saglanmalidir. Manifest ve cluster dosyalari da secildikten sonra
“Next” tiklandiginda arkaplanda Beeline ¢alisacak ve .gtc dosyalarinin
belirtilen klasérde olusturulmus oldugu goérilecektir.
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EK-7: Copy-fm (scanfm fonksiyonu) ile genom boyu tarama
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Sekil 8.5.
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Copy-fm icinde yer alan scanfm fonksiyonu ile 5q ve 12q mozaik delesyonlu

bireyin (Affymetrix) tim genom boyu taranmasi
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Sekil 8.5. (devami) Copy-fm icinde yer alan scanfm fonksiyonu ile 5q ve 12q mozaik
delesyonlu bireyin (Affymetrix) tim genom boyu taranmasi
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Sekil 8.5. (devami) Copy-fm icinde yer alan scanfm fonksiyonu ile 5q ve 12q mozaik
delesyonlu bireyin (Affymetrix) tim genom boyu taranmasi
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Sekil 8.5. (devami) Copy-fm icinde yer alan scanfm fonksiyonu ile 5q ve 12q mozaik
delesyonlu bireyin (Affymetrix) tim genom boyu taranmasi
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EK-8: fn hesaplamasi igin kullanilan diger programlarin komutlari
MoChA

Bu program icin uygulanan komutlar sadece Illumina mikrodizini icin gecerli
olan komutlardir. Program igin 6nerildigi sekilde linux igerisinde lllumina.sh, vcf.sh ve
eagle.sh isimli bash dosyalari olusturulmustur. MoChA’nin galisabilmesi igin gereken
asamalarda bcftools v1.13, htslib v1.15.1 ve Eagle v2.4.1 kullanilmistir. Opsiyonel
olarak vcftools v0.1.13 kullaniimistir.

#!/bin/bash

bpm_manifest_file="HumanCytoSNP-12v2-1_LM.bpm"
egt_cluster_file="HumanCytoSNP-12v2-1_LM.egt"
path_to_gtc_folder="/SHOME/MoChA"
ref="SHOME/ ref="SHOME/refseq/humanG1Kv37_hg19/human_glk_v37.fasta"
out_prefix="T50"
bcftools +gtc2vef \

--no-version -Ou \

--bpm Sbpm_manifest_file \

--egt Segt_cluster_file \

--gtcs Spath_to_gtc_folder \

-fasta-ref Sref \

--extra Sout_prefix.tsv | \

bcftools sort -Ou -T | \

bcftools norm --no-version -Ob -c x -f Sref -0 Sout_prefix.bcf | \

bcftools index --force --output Sout_prefix.bcf.csi

Illumina .gtc dosyasindan .bcf elde edilmistir.
#1/bin/bash

cd "SHOME/ MoChA/T50_ill
pfx="T50"
dir="SHOME/ MoChA/T50_ill

bcftools annotate --no-version -Ob -o $dir/Spfx.unphased.bcf Sbef \
-x ID,QUAL,MINFO/ALLELE_A,A"INFO/ALLELE_B,AFMT/GT,AFMT/BAF,AFMT/LRR && \
bcftools index -f $dir/Spfx.unphased.bcf
bcftools convert -0 v -o $dir/Spfx.unphased.vcf $dir/Spfx.unphased.bcf
bash vcf.sh

grep -vP 'M#' Spfx.unphased.bcf.vcf > data.vcf
grep -P 'Mt' Spfx.unphased.bcf.vcf > header.vcf
gawk -i inplace '/GT:/' data.vcf

cat header.vcf data.vcf > Spfx.unphased.bcf.gt.vcf

bcftools convert -O u -o Spfx.unphased.gt.bcf Spfx.unphased.gt.vcf
bcftools index -f Spfx.unphased.gt.bcf
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Phasing asamasi i¢in Eagle v2.1.4 kullaniimistir.

#!/bin/bash
cd /home/arda/MoChA/T50_ill

ref="SHOME/refseq/humanG1Kv37_hg19/human_glk_v37.fasta"
map="S$HOME/refseq/genetic_map_hg19_withX.txt.gz"
kgp_pfx="SHOME/MoChA/GRCh37/ALL.chr"
kgp_sfx=".phase3_integrated.20130502.genotypes"
rule="GRCh37"

cnp="SHOME/MoChA/GRCh37/cnps.bed"
dup="SHOME/refseq/segdups.bed.gz"
cyto="SHOME/refseq/cytoBand.txt.gz"
dir="/home/arda/MoChA/T50_ill

pfx="T50"

for chrin {1..22} X; do
eagle \
--geneticMapFile Smap \
--outPrefix Sdir/Spfx.chrSchr \
--numThreads 22 \
--vcfRef Skgp_pfxS{chr}Skgp_sfx.bcf\
--vcfTarget Sdir/Spfx.unphased.gt.bcf \
--vcfOutFormat b \
--outputUnphased \
--chrom Schr\
--nolmpMissing \
--pbwtlters 3 && \
bcftools index -f Sdir/Spfx.chrSchr.bcf
done

bcftools concat --no-version -Ob $dir/Spfx.chr{{1..22},X}.bcf -0 Sdir/Spfx.pgt.bcf

bcftools index -f Sdir/Spfx.pgt.bcf

bcftools convert -0 v -0 $Spfx.pgt.vcf Spfx.pgt.bcf

bash eagle.sh

SHOME/vcftools_0.1.13/bin/vcftools --vcf Spfx.pgt.vcf --out Spfx.phased --phased --recode -
-recode-INFO-all

bcftools convert -O u -o Spfx.phased.bcf Spfx.phased.recode.vcf

bcftools index -f Spfx.phased.bcf

bcftools +mochatools  Spfx.phased.bcf -Ob -0 S$pfx.phased.gc.bcf -- -t GC -f
SHOME/refseq/humanG1Kv37_hg19/human_gilk_v37.fasta

bcftools sort Spfx.phased.gc.bef -0 u -0 Spfx.phased.gc.sorted.bcf

bcftools index -c Spfx.phased.gc.sorted.bcf

bcftools +mocha -g GRCh37 -p SHOME/MoChA/GRCh37/cnps.bed -c¢ Spfx.calls.tsv -z Spfx
.stats.tsv Spfx.phased.gc.sorted.bcf

MONTAGE
perl ./Montage.pl sample.txt

Yukaridaki komutla calistirilan MONTAGE icin girdi olarak 6rneklere ait Name,
Chr, Position, B Allele Freq, Log R Ratio basliklarindan olusan .txt dosyalari
kullanilmistir.
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