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ONSOz

Final raporu sunulmakta olan bu galismanin ana amaci, insan beyninde somatik mutasyon
kokenli kromozom kopya sayisi varyasyonu (KR-KSV) yayginligini kapsamli bicimde 6lgmek
ve bu olgunun beyin yaslanmasi ve Alzheimer Hastaligi’'nda (AH) rolU oldugu hipotezini test
etmektir. Proje, Leipzig Universitesi koordinatérligiinde yuritilen “SIGNIFICANS” isimli
ERANET-RUS PLUS projesinin parcasidir.

Calismanin grubumuza ait olan ve TUBITAK tarafindan desteklenen kisminin amaci, sinir
hicrelerinde KR-KSV sikligini tekil hucrelerden genom dizileme verisi kullanarak tespit
etmektir. Bu kapsamda 17 bireyden alinmig 1190 hucreye ait genom verisi Uretilmistir.
Calismanin deneysel asamalari (6rnek hazirlanmasi, kitiphane hazirlama ve dizileme) igin
Leipzig U. arastirmacilariyla ortaklik ve hizmet alimi kullaniimis, Uretilen genis kapsamli

verinin hesaplamali ve istatistiksel analizi grubumuzca yuratalmustar.

Bilgimiz dahilinde ilk defa bu projede, genom dizileme yoluyla KR-KSV analizinde spesifik

hicre tiplerinin incelenmesine izin verebilen piramidal néronlara odaklanilabilmistir.

Elde edilen verinin analizi, sinir hlcreleri arasinda somatik KR-KSV’nin dlsuk frekansta
(muhtemelen %10’un altinda) olduguna, ayrica Alzheimer Hastaligr’'nda KR-KSV’nin bariz bir
roli olmadigina isaret etmistir. Bu sonug, gecmiste yapilan sitometri ¢calismalarindan farkli,

ancak yakin zamanli tekil hiicre genom dizileme ¢alismalariyla tutarhdir.

Projenin ana bulgusu negatif bir sonug ise de, dnemli bir hipotezin kapsamli sekilde test
edilmesini igerdigi icin sinirbilim ve AH arastirmalari agisindan, ayrica lazerle yakalama
igsleminin tekil hucre genom analizinde kullanildidi bir 6rnek olarak da genombilim

metodolojisi agisindan degerlidir. Calismanin yakin zamanda yayimlanmasi beklenmektedir.

Proje sayesinde proje ekibinde yer alan U¢ geng arastirmaci ve ayrica bir lisans 6grencisi
yetismigtir. Ylrutllen ¢calismalara ve ekte sunulan rapora ¢esitli bigcimlerde katkida bulunmus
olan arastirmacilar soéyledir: Sinan Can Agan, Thomas Arendt, Ulas Isildak, Poorya Parvizi,
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OZET
Alzheimer Hastaldir (AH) genetik, cevresel ve rastgele etmenlere baglh olarak gelisen
karmasik ve 6limcul bir hastaliktir. AH'nin sebepleri ve gelisim slreci halen ¢ok sinirli

Olcide anlagiimigtir.

Gegtigimiz onyillarda geleneksel sitometri ve FISH gibi yontemler kullanan g¢alismalar, AH
vakalari ve saglikli kontrol bireyleri karsilagtirmig, AH vakalarinin ndéronlarinda anlaml
Olclide yuksek seviyede andploidi ve megabaz buylUkliginde kopya sayisi varyasyonu
(KSV) bulmustur. Ancak bu yéntemlerin teknik garultiye agik olmasi sonuglarin guivenirligini

sinirlamistir.

Bu calismanin amaci da AH vakalarinda somatik KSV yukindn rolt olabileceg@i hipotezini,
tekil hiicre tim genom dizilemesi yontemi kullanarak test etmektir. Ayrica bilgimiz dahilinde
ilk defa bu galismada genom dizileme islemi igcin ndéron c¢ekirdeklerini toplarken, 6zguin

hicrelerin segilmesine izin veren lazerle kesme ve yakalama (LCM) yontemi kullaniimigtir.

Calismamiz kapsaminda 10 AH vakasi ile ayni yas araliginda ve saglikli 7 kontrol bireyin
temporal korteks ve hipokampls 6érneklerinden elde edilen néronal cekirdeklerden, iki farkli
yontemle toplam 1190 kitiphane olusturulmus ve dusiuk seviyede lllumina platformunda
dizilenmigtir. Bunlar arasindan 472 hucreye ait veriler kalite ve gurultd filtrelerini

gecebilmigtir.

Analizimizin sonuglari, literatirde son yillarda yayimlanan benzer verilerle de beraber
degerlendirilerek, birka¢c baglikta 6zetlenebilir: Birincisi, megabaz uzunlugunda somatik
KSV'ler insan beyin néronlari arasinda %10 veya daha distk orandadir. TUm kromozom
andploidiler ise %2 veya daha disiik oranda gériilmektedir. ikincisi, yakin zamanli benzer bir
calismayla paralel olarak, AH ve kontrol bireyleri arasinda anlamli bir fark bulunmamaktadir.
Teknik agidan ise, ¢ekirdekleri ayristirma isleminde LCM, FACS'a gére anlaml élglide daha
guraltdlt bir yontemdir. Ayrica teknik gurdlti tekil genom analizinde de (muhtelemen

dizileme derinliginden bagimsiz olarak) ciddi bir sorundur.

Tekil néronlarin genom varyasyonunun ve somatik ¢esitliligin AH'de rolinin incelenmesini
hedefleyen gelecek galismalar, guriltiyd minimize eden ydntemlerle makro degil mikro

mutasyonlari incelemeyi hedefleyebilir.



ABSTRACT
Alzheimer's Disease (AD) is a complex and deadly pathology that develops through the
influence of genetic, environmental and stochastic factors. Its etiology is still only partly
understood. Within the last decades, a number of studies using classical methods such as
cytometry or FISH have compared AD patients and healthy controls, to find that AD patients'
neurons carry a significantly higher proportion of aneuploidy and megabase-scale copy
number variation (CNV). However the vulnerability of these methods to technical noise has

limited their credibility.

The aim of this study has been to test the hypothesis that somatic CNV load may have a role
in AD using single cell whole genome sequencing. In addition, to our knowledge for the first
time in this study, the laser-capture microdissection (LCM) method has been used for

isolating nuclei of specific neurons for genome sequencing.

We have generated a total of 1190 libraries from neuronal nuclei, derived from temporal
cortex and hippocampus samples of 10 AD patients and 7 healthy age-matched control
individuals, and performed low coverage lllumina sequencing. In total 472 cells data have

passed our data quality and noise filters.

In conjunction with recent reports, our results can be summarised as follows: First,
megabase-scale CNV's are most likely at 10% or lower frequency among human neurons.
Whole chromosome aneuploidies are 2% or lower. Second, in line with a recent similar
study, we cannot find any indication of higher CNV among AD patients' neurons than healthy
control neurons. On the technical side, LCM appears to be a significantly more noisy method
than FACS for isolation of nuclei. Further, technical noise haunts single cell genome

analyses, most likely independent of sequencing depth.

Future studies aiming to investigate the possible roles of single cell genomic variation and
somatic diversity in AD may prefer to use methods that particularly minimise noise and to

focus on micro, instead of macro mutations.



1. GIRIS

1.1 Alzheimer Hastaligi

Alzheimer Hastaligi (AH) diunyada en sik gorulen nérodejeneratif hastaliklardan biridir ve
demansin en yaygin sebebidir (Bishop vd., 2010; Ballard vd., 2011). AH genellikle ileri yagta
ortaya clkar ve Once hafiza kaybi, konusma ve biligsel aktivitelerde zayiflama, ileri
safhalarinda ise gunlik hayati idame ettirememe seklinde kendini gosterir (Qiu vd., 2009).
AH’nin su anda tedavisi yoktur ve yalnizca semptomlari hafifletici mudahaleler mevcuttur;
ginimizde AH teshisinden itibaren ortalama 10 yil iginde &6limle sonuglanmaktadir
(Masters vd., 2015).

1.1.1 Alzheimer Hastaligi goriilme sikhgi

Hastaligin gérilme sikligi yasa baglidir ve 65 yasindan sonra AH sikhidi her 5 yilda bir ikiye
katlanmaktadir (Qiu vd., 2009). 2005 yilina ait bir galismanin verilerine gére AH’nin diunya
genelinde 60 yasg uzeri niifusta sikhgr %3.9’dur; gelismis Ulkelerde ise bu genel
ortalamanin Uzerinde oranlarda gorulmektedir (Ballard vd., 2011). Gelismis ulkelerde oranin
yiuksek olmasinin sebebinin, 8lim sebeplerinde farklilasmanin yanisira, daha az gelismis

ulkelerde AH'nin daha seyrek teshisi olabilecegi tahmin edilmektedir.

Tarkiye’de AH sikhigi konusunda bilgimiz dahilinde simdiye kadar yerel c¢alismalar
yaratilmastir. Eskisehirde yapilan bir calisma 55 yas Uzeri nifusta AH sikligini %4.1 olarak
tespit etmistir (Arslantas vd., 2009). istanbul’da bir galisma ise 70 yas lizerinde AH sikligini
%11.0 olarak belirlemigtir (Gurvit vd., 2008). Hastalik sikliginin 5 yillik mateakip yas dilimleri
arasinda iki kati arttigi hesaba katilirsa, bu veriler, Turkiye’de AHnin diinya ortalamasina

benzer oranlarda ortaya ¢iktigini gostermektedir.

Onumuzdeki onyillarda hem Tirkiye’de hem diinya ¢apinda yasam siiresinin uzamasi ve
nifus yaslanmasinin artmasi éngérilmektedir. Bu nedenle demans ve 6zel olarak AHnin
sikliginin artacag, toplumsal ve maddi maliyetlerinin katlanacagd: beklenmektedir. Ornegin
2040 yilinda 60 yas Uzerinde AH hastalarinin sayisinin 2000 yilina kiyasla dinya genelinde
yaklasik doért kat, Ortadodu bdlgesinde ise yaklasik bes kat artacagi tahmin edilmektedir
(Ballard vd., 2011). Bu rakamlar 1s1dinda Turkiye’de de AH’nin giderek daha agir bir sorun
olacagi asikardir. Bu durum da AH’nin sebeplerini tespit ederek etkili tedavi yontemleri
gelistirmenin 6nemini artirmaktadir. Ancak ne yazik ki AH son derece karmasgik bir hastaliktir

ve sebepleri ile gelisim sireci halen ¢ok sinirli diizeyde anlasiimistir.



1.1.2 Alzheimer Hastaliginin bilinen sebepleri

Ender durumlarda (%1) AH nadir ve glgli genetik faktérler nedeniyle erken yasta ortaya
cikar, ancak AH vakalarinin %95ten fazlasi ¢ok sayida genetik, cevresel ve rastgele
etmenin bir araya gelmesiyle gelisen ve ge¢ yasta ortaya g¢ikan sporadik AH vakalaridir
(Masters vd., 2015).

AH gelisiminin gerisinde yatan fizyolojik degisimler, merkezi sinir sistemine ait sinir
hicrelerinde molekiler ve fizyolojik stres birikimi sonucu yasanan sinaps kayiplari ve hiicre
Olumleridir (Ballard vd., 2011; Masters vd., 2015).

AH’nin molekuler dizeyde baglica iki kaynagdi tespit edilmistir:

(1) Cozulemeyen amiloid beta (AB) plaklarinin beyinde sinir hicreleri arasindaki

bdlgelerde birikimi,

(2) Mikrotubul proteini tau’nun fosforile olmus tiplerinden olugsan norofibril

dugumlerin sinir hicreleri icinde birikimi (Ballard vd., 2011; Masters vd., 2015).

AB plaklarin APP proteininin yanhs kesilmesi nedeniyle olusup biriktigi distntlmektedir. AR
plaklarinin AH beyinlerinde asiri birikimi, erken AH vakalarina sebep olan mutasyonlarin A
plaklarinin olusumundan sorumlu APP geni ve bagka ilgili genlerde yer aldiklarinin tespit
edilmesi, ayrica ileri yasta AH'ye karsi koruma saglayan alellerin yine APP geni iginde
bulunmasi (Jonsson vd., 2012), AB plaklarin hastalikta temel rol oynadigi hipotezinin
temelidir. AB plak ve norofibril dugum birikiminin beyinde genellikle temporal ve frontal
kortekslerde baslayip beynin diger bodlgelerine zaman icinde yayildigi gdzlemlenmistir
(Masters vd., 2015).

AB plaklarin biligsel aktivite vyitiminde tetikleyici olabilecedi fikrinden vyola c¢ikarak,
monoklonal anti-AB antikorlar yoluyla bu plaklari beyinden temizlemeyi amaglayan bir dizi
potansiyel tedavi ydntemi hem hayvan modellerinde hem de Klinik arastirmalarda
incelenmistir (van Dyck 2018). Ancak su ana kadar plaklari temizlemeye donik bu girisimler
ya tamamen etkisiz olmus (6rnedin hayvanlarda ndrodejenerasyonu engelleyememis) ya da
¢ok sinirh bir iyilesmeyle sinirh kalmis, bu durum da AHde AB plaklarin roliniin
sorgulanmasina yol agmistir (Herrup 2015). Ayni sekilde, AH teshisi konmamis bazi
bireylerin postmortem beyin incelemelerinde yogun AB plak birikimi gériimesi, AR plaklarin
tek baslarina AH'’yi agiklamadig: fikrini desteklemektedir (Herrup 2015). AH’nin gerisinde
yatan mekanizmalarin karmasiklidina isaret eden cgevreler, AR plak ve nérofibril dGgim
birikiminin yanisira artan mitokondriyel stres ve kalsiyum dengesizligi gibi etmenlerin de
sinaps kaybi ve hicre oliumu sonuglarina katkida bulundugunu vurgulamaktadir (Herrup
2015; Masters vd., 2015).



Ote yandan tim bu degisimlerin genetik ve gevresel kaynaklari biyik dlglide belirsizligini
korumaktadir. Geg yasta ortaya ¢ikan AH vakalarinin kalitsalligi isveg'te yiritilen bir ikiz
calismasinda %79 olarak tahmin edilmigtir (Barber 2012), ancak ilgili genetik arkaplana dair
su ana kadar bilgimiz sinirhdir. Gegtigimiz yillarda yurutulen genom c¢apinda iligkilenme
arastirmalani (GWAS) AH sikhdini agiklayan bazi yaygin genetik polimorfizmler tespit
edebilmistir; ancak bunlar iki diizineyi gegmemektedir. Ornegin 2013 yilinda yUrutilen ve 74
bini agkin bireyi iceren bir meta-analiz yalnizca 20 lokus tespit edilmigtir. Bunlardan
baslicalari AH riskini 3 ila 10 kat artiran ve AB transferinde rol alan APOE geninin alelleri (or.
APOE4) iken, diger lokuslardaki polimorfizmlerin etkisi genelde riski %10 civarinda
artirmakla sinirhdir (Lambert vd., 2013). Toplamda varyasyonun ancak ¢ok dislk bir miktari
yaygin polimorfizmle aciklanabilmektedir (Barber 2012) ve eldeki modeller, neden bazi

bireylerde ileri yasta AH gelistigini yeterince aciklayamamaktadir.

Bu sonuclari de@erlendiren arastirmacilar, ge¢ yasta ortaya c¢ikan sporadik AHnin tek
boyutlu ve tek etmenli bir hastalik olmadigini, yaslanma sirasinda yasanan dogal hasar
birikimi ve ortaya gikan genetik ve fizyolojik sorunlarin kombinasyonunun 6zel bir disa
vurumu oldugunu vurgulamaktadir. AH gelisiminde nadir genetik varyantlarin ya da gen-gen
veya gen-gcevre etkilegsiminin, 6zellikle de somatik hasar ve mutasyon birikiminin rol

almasi mimkuindur.

1.1.3 Saglikh beyinde somatik anoploidi ve KSV

Hem AH hem de normal yaslanmada hucre i¢i hasar ve mutasyon birikiminin rold oldugu bir
suredir kabul edilmektedir (Lopez-Otin vd., 2013). Bu tip hasar ve mutasyonun bir sinifi da
anoploidi, yani fazla veya eksik kromozomlar, ayrica megabaz duzeyinde kopya sayisi
varyasyonu (KSV), yani buyik delesyon (silinme/kayip) ve duplikasyon (giftlenme/kazanim)
vakalaridir. Ozellikle de insan merkezi sinir sisteminde néronlarda, erken gelisim sirasinda
ya da sonrasinda ortaya ¢ikan somatik mutasyonlar nedeniyle disik seviyede ve hiicreye
0zgl anoploidi ve KSV gozlemlenebildigi bugln yaygin olarak kabul gormektedir
(Rosenkrantz ve Carbone 2017; Adriani vd., 2017). Ancak bu somatik KSV yukunin

seviyesi, sebepleri ve olasi sonuglari halen ¢ok az anlasilabilmigtir.

2000-2012 yillar arasinda klasik kromozom sayma yontemleriyle yurutulen toplam dokuz
karyotipleme ¢aligsmasinin sonuglari Faggioli vd., (2012) tarafindan derlenmistir: Bu
calismalar saglikli bireylerin korteks sinir hicrelerinde andploidi sikligini %3 ila %30
arasinda bir aralikta tahmin etmistir. Bu calismalarda lam temelli sitometri, kromozoma
0zgul ve interfaz kromozomlar isaretleyebilen floresan in situ hibridizasyon (FISH), ayrica

spektral karyotipleme (SKY) gibi yéntemler kullaniimistir (6r. Rehen vd., 2005; lurov vd.,



2009; Fischer vd., 2012). Ancak bu yontemlerin kisitlar, 6érnegin FISHde sinirli sayida

kromozomun incelenebilmesi ya da sitometride ylksek guriltid seviyesi, bu alandaki

arastirmacilari farkli ydéntem arayisina sevketmistir.

1.1.3.1 Tekil hiicrelerde ikinci nesil dizileme yontemiyle (scWGS) somatik andploidi ve
KSV analizi

Son on yil iginde farkh baglamlarda anéploidi ve KSV ikinci (yeni) nesil dizileme

ydntemleriyle incelenmeye basglamistir (Baslan vd., 2012; Garvin vd., 2015). Ayni sekilde bir

dizi calisma, beyin hicrelerinde andploidi ve KSV sikligini tekil hiicrelerde tiim genom

dizileme (ing. “single cell whole genome sequencing”, scWGS) kullanilarak incelenmeye

girismistir. Bu scWGS c¢alismalari giinimuzde 6zetle su sekilde ylrimektedir:

Doku érnegindeki hlcreler birbirinden aynistinilir; bunun igin Floresan Aktive Hlcre
Ayirma (ing. “Fluorescence-activated cell sorting”, FACS) ya da lazerle yakalama ve
mikrodiseksiyon (“laser capture microdissection”, LCM) gibi bir ydntem, ayrica

ornegin sinir hicrelerinin segilmesi igin NeuN belirteci gibi belirtegler kullanilir;
Her bir hicrenin tim genomik DNA’s| saflastirilir;

DNA, Sigma’nin GenomePlex'WGA kitinde oldugu gibi rastgele kisa
oligoniikleotidleri primer olarak kullanan bir polimeraz zincir tepkimesi (PCR, ing.
“‘polymerase chain reaction”) veya “multiple displacement amplification” (MDA) gibi

bir ydntemle ¢ogaltilir;

Yukseltgenen bu DNA ile yeni nesil dizileme (genelde Illumina) katiphanesi

hazirlanir;

Birden fazla katiphane ayni seritte birlestirilerek distik seviyede (genelde 0.5x ila

0.01x arasi) dizileme yapilir;

Uretilen veriler referans genoma hizalanir ve genelde 500 kb uzunlugunda

pencereler icinde okuma yogunlugu hesaplanir;

Hlcre basina bir gurdltd katsayisi (6rnedin her bir kromozom igindeki okuma
yogunlugunun standart sapmasi) hesaplanir ve dnceden belirlenen guarilti esigini

asan hucreler filtrelenir;

Okuma yogunlugu verileri kullanilarak, her bir hicrede kopya sayisi ortalamanin
ustinde veya altinda olan kromozomlar (andploidi) ya da kromozom pargalari (KSV),
KSV tespiti icin geligtiriimis (daha sonra ayrintilandiracagimiz) algoritmalar

yardimiyla tahmin edilir (Rosenkrantz ve Carbone 2017).



Hucreler arasi DNA kopya sayisi varyasyonunun incelenmesi gekici bir analiz olsa da ciddi
zorluklar da tasimaktadir. Ozellikle de ¢cok az miktarda DNA'nin yiikseltgenmesi sirasinda
ortaya ¢ikan teknik gurultd, buydk kromozom segmentlerinin silinmesi gibi yapay sonuclar
dogurabilmektedir (Baslan vd., 2012; Garvin vd., 2015). Ayrica yuksek kapsamda genom
dizileme verilerinde KSV tespiti icin gelistiriimis olan hesaplamali araglar bu kadar dusik
kapsamdaki verilere dogrudan uygulanamadigi i¢in 6zgin is hatlari ve algoritmalar gelistirme

zorunlulugu dogmustur.

1.1.3.2 scWGS yontemiyle gerceklestirilen somatik anoploidi ve KSV olgiim
¢alismalarinin 6zeti

Son bes yil iginde yayimlanan scWGS c¢alismalari, beyinde andploidi (tim kromozom kaybi
ya da kazanimi) oranini %1 ila %10 arasinda, KSV (megabaz dizeyindeki kayip ya da
kazanimlari) oranini ise %10 ila %70 arasinda genis bir yelpazede rapor etmistir. Asagida

bu ¢alismalari kisaca 6zetliyoruz:

- 2013 yihinda McConnell ve arkadaslari 3 geng bireyin frontal cerebral korteksinden
elde ettikleri toplam 110 hucreyi (birey bagi ~30 hucre, ~0.1x derinlik) dizilememis, bu
hucrelerin %2.7’sinde tim kromozom andploidi bulmustur. Ayrica hlcrelerde
%41 oraninda en az bir KSV vakasi (¢ogu 3 ila 75 megabaz Olgeginde) tespit
etmiglerdir. KSV’lerin ¢ogu telomerlere yakin cikmistir. Kayiplar (silinmeler)
kazanimlardan iki kat daha siktir (McConnell vd., 2013). Bu ¢alismada GenomePlex

ve hicre basina ~0.1x dizileme kullaniimigtir.

- Cai ve arkadaglari 3 erigkin bireyin korteksinden elde ettikleri toplam 97 hcreyi
(birey basi ~30 hicre, ~0.1x derinlik) dizilememis, bu hicrelerin higbirinde tiim
kromozom anoploidi bulamamistir. Ancak yazarlar, daha ayrintili inceledikleri bir
bireye ait 19 sinir hicresinden %68’inde KSV vakalari (hiicre basina 1.7-17 Mb
blyUkliginde ortalama 3.4 vaka) tespit etmislerdir (Cai vd., 2014). Kayiplarin
kazanimlardan ¢ok oldugu gorulmustar. Ayrica iki hicrede ayni KSV’nin goérulmesi,
bu mutasyonlarin erken gelisim kokenli olabilecegi fikrini desteklemistir. Bu
calismada GenomePlex ve hicre basina ~0.1x dizileme kullaniimistir. Yazarlar
GenomePlex'in MDA'dan daha az gUraltdli oldugunu Kkarsilastirmali olarak

gOstermistir.

- 2014 yilinda Knouse ve arkadaglar farkh 6rneklerde scWGS kullanarak andploidi
incelemistir. Grup, 6ncelikle yontemleri ve algoritmalarinin andploidiyi yakalamak icin
etkili oldugu test etmek icin trizomik farelerde tekil hicre dizilemesi yapmis ve

beklenen trizomiyi tespit edebilmistir (Knouse vd., 2014). Ardindan 4 erigkin bireyin



frontal lobundan elde edilen toplam 89 hiicreyi (birey basi ~20 hicre, ~0.1x derinlik)
dizilemigtir. Bu hlcrelerin %2.2’sinde tiim kromozom anoploidi rapor etmiglerdir.
Calismanin yazarlari kromozom alti vakalari rapor etmemigtir. Yazarlar erigkin fare
beyninde de 19 hicre dizilemis ancak andploidi bulamamiglardir. Calismanin
yazarlari ayrica NeuN ile hicre isaretlemenin DNA 6rne@i hazirlamayi zorlagtirarak
gurdltd yarattigr sonucuna ulasmiglardir. Yazarlar, fazla gurdltiili bulduklar (hticre
icinde pencereler arasinda varyansin yiuksek oldugu) yaklasik %10 hicreyi analizden
cikardiklarini not etmislerdir. Bu calismada GenomePlex ve hlcre basina ~0.1x

dizileme kullaniimistir.

Knouse ve arkadaglari 2016’da yayinladiklari ¢alismada ise dikkatlice tasarlanmis
pozitif ve negatif kontroller vyoluyla kullandiklari yéntem ve algoritmalarin
hassasiyetini ve spesifisitesini (6zgulligini) dlgmis, bes megabaz alti vakalarin
genellikle dogru tahmin edilemeyecegdi sonucuna ulagmiglardir (Knouse vd., 2016).
Buradan yola cikarak 0.1x dizileme ile yine ayni 4 erigskin bireye ait 105 beyin
hicresinde (birey basina ~25 hilicre) anoéploidi ve KSV incelemistir. Hicrelerde
yalnizca bir tane tim kromozom andploidi (<%1) vakasi rapor edilmistir. Ayrica
hicrelerin %9’unda KSV vakalari (=3 Mb) tespit edilmistir. Bu KSV’lerin %901 kayip
vakalaridir ve telomerlerde yogunlagsmislardir. Bu ¢alismanin yazarlari daha énceki
scWGS calismalarinda (sirasiyla McConnell vd., 2013 ve Cai vd., 2014) rapor edilen
%40 ve %601 agkin KSV oranlarinin abartili oldugunu iddia etmig, daha 06zgul
olduguna inandiklari kendi algoritmalari ve guraltt filtreleri ile ayni veri analiz
edildiginde KSV oraninin sirasiyla %17 ve %10 oldugunu belirtmislerdir. Yazarlar
ayrica dizilenen 55 keratinositle kargilastirildiginda, beyin hucrelerinde gurultinun
¢ok daha yuksek oldugunu bulmustur. Yazarlar hicre tipleri arasindaki bu farkin
kromatin yapisi farklariyla ilgili olabilece@ini tahmin etmigtir. Bu calismada

GenomePlex ve hicre basina ~0.1x dizileme kullaniimigtir.

2016 yilinda van den Bos ve arkadaslari ise 6 kontrol bireyin frontal serebral
korteksinden alinan toplam 589 hiicreyi dizilemis (birey basina ~100 hicre),
hicrelerin yalnizca %0.7’sinde tiim kromozom andploidi rapor etmistir (van den
Bos vd., 2016). Kromozom alti KSV vakalari rapor edilmemistir. Calismanin yazarlari,
yéntem ve algoritmalarinin verimliligini kanitlamak icin Down Sendromlu bir bireyin
36 beyin hicresini ayni sekilde incelemis, timinde trizomi 21 kromozom bulduklarini
belirtmigtir.  Yazarlar, kutiphane hazirhgi 6ncesinde PCR yuratmediklerini
(GenomePlex kullanmadiklarini) ve bu yaklagimlarinin guraltiyl azaltabilecegini

belirtmistir (ancak bu konuda karsilastirmali veri sunulmamistir). Yazarlar ayrica,



diziledikleri hiicrelerin yaklasik %40’ini1 dusik kalite sebebiyle analizden ¢ikardiklarini

not etmistir.

- 2017 yihinda ise Vitak ve arkadaslari ¢ok sayida hicreyi paralel olarak ve 6zgln
bicimde igaretleyerek dusik seviyede dizileme ile andploidi tahmini yapmayi
hedefleyen yeni bir deneysel yontem (SCl-seq) rapor etmigtir (Vitak vd., 2017). Genel
olarak yeni yontemin klasik dizilemeden daha gurtltali oldugu goériimektedir, ancak
gorece ucuz olmasi ve hucre ayirma islemi gerektirmemesi nedeniyle tercihi
mumkundur. Bu yazarlar da iki eriskin makak maymununun frontal korteksinden sinir
hicreleri dizileyerek toplam 305 hicrede %10 civarinda tiim kromozom anoploidi
tespit etmis, KSV tahmini ise yapmamistir. Ancak yazarlar standart scWGS
yontemleriyle ayni bireylere ait hucreler islendiginde, bu oranin %3’e kadar

distliginu de rapor etmigtir.

- 2018 yilinda Rohrback ve arkadaslari fare beyin gelisimi sirasinda anéploidi ve KSV
sikliginda degisimleri incelemistir (Rohrback vd., 2018). Bu c¢alismanin yazarlari
GenomePlex yerine tagmantasyon denilen yontemi, genom ¢apinda daha homojen
dizileme sagladigi gerekgesiyle tercih etmislerdir (ancak bu hususta karsilastirmall
veri sunulmamistir). Yazarlar, yontemlerinin gercek KSV’lere karsi hassasiyetinin
gOstergesi olarak somatik V(D)J rekombinasyonu gecirmis lemfositlerde, bu lokusta
0.25 Mb buyikliginde KSV’leri gercekgi bicimde tahmin edebildidini rapor etmigtir.
Ayrica yazarlar, erkeklere ait sinir hicrelerinde gurilti seviyesinin daha yuksek
seviyede oldugunu not etmis, bunun X monozomisi nedeniyle ortaya ciktigini ve
dolayisiyla gurdltid filtrelerinin gercek vakalarin elenmesine yol acabilecegini not
etmistir. Bu c¢alismada incelenen bir erigskin bireye ait 55 sinir hlcresinde %2
oraninda tim kromozom anéploidi rapor edilmistir (kromozomun %50’sinden
fazlasinin etkilendigi vakalar yazarlarca andploidi olarak siniflandiriimistir). Ayni
zamanda hdcrelerin >%80’inde KSV rapor edilmistir (cogu 5 Mb altinda hlcre basina
~9 vaka). Bagka calismalardaki sonuclara benzer sekilde, kayiplarin kazanimlardan

yaklasik 5 defa daha sik oldugu belirtilmigtir.

Goriuldugu Uzere bu tip analizlerde halen standart bir deneysel ve hesaplamall is hatt
geligtirilememistir. Calismalarin vardiklari sonuglar arasindaki tutarsizliklarin ¢aligmalar
arasindaki teknik farklardan kaynaklaniyor olmasi muhtemeldir. FISH ve sitometri gibi
yontemlerin gurlltiye karsi hassasiyeti ¢cokga vurgulansa da (van den Bos vd., 2016;
Knouse vd., 2016), scWGS calismalari arasinda da yuksek tutarlilik olmadigi gorilmektedir.
Burada sorun yalnizca gurultila verilerin filtrelenmesiyle ve sahte pozitiflerin elenmesiyle de
cbzulememektedir, cunku filtrelemeler sahte pozitif oranini dusurirken sahte negatif (yani

tespit edilemeyen) vakalarin oranini artirmaktadir. Kullanilan ydntemlerde karsilagilan ciddi



teknik gurdltid (PCR’den kaynakli sapmalar ve/veya hicreler arasi kontaminasyon) ve
hesaplamali yéntemlerin gurtltiye karsi hassasiyeti, asilmasi gereken sorunlar olarak

durmaktadir.

Bu belirsizliklere ragmen yukarida 6zetledigimiz yedi dizileme deneyinin sonuglari gdyle

derlenebilir:

- Genel olarak saglikli erigkin beyinlerinin noronlarinda somatik tim kromozom
anoploidiler ¢ok seyrek, muhtemelen %5’in altinda, belki de %1’in altinda siklikta

ortaya ¢ikmaktadir.

- Megabaz boylu somatik KSV’ler ise hiicrelerin en az %10’unda, belki de daha sik

gOrulmektedir.
- Somatik KSV’ler arasinda kayiplar kazanimlardan daha sik olabilir.
- Somatik KSV’ler kromozom uglarina dogru daha sik ortaya ¢ikmaktadir.

Bu sonuglar 1s1ginda beyin dokusunun genetik agidan mozaik bir karakter sergiledigi
sOylenebilir. Bu mozaisizme yol acan baslica unsurun embriyonik gelisim sirasinda
yasanan kromozom ayrilma sorunlari (6r. meritolik yapismalar; kromozomlarin iki taraftan
gelen mikrotibullere yapismasi) oldugu dusundlmektedir (Faggioli vd., 2012; Adriani vd.,
2017). Nitekim fare beyninde hicreye 06zel KSV’lerin embriyonik gelisim sirasinda
yogunlastigi, ancak sonradan sayilarinin azaldigi, yani bir tir negatif segilime ugradiklari,
tekil hicre dizileme yodntemiyle gosterilmistir (Rohrback vd., 2018). Bu calismada hucre
basina KSV oraninin farenin ge¢ embriyonik doneminde (E14.5) zirve yaparak erigkin
seviyesinin iki katina ulastigl, doguma dogru azaldigi ve dogum ile erigkinlik arasinda sabit
kaldigi ortaya konmustur. Negatif secilim modeli dodruysa erigkinlerde go6zlemlenen
anoploidi ve KSV vakalari yaslanma sirasinda yasanan sorunlardan degil, norojenez
sirasinda ortaya c¢ikan ve negatif secilime ugramamis (hafif etkili) KSV’lerden kaynaklaniyor
olabilir. Ayrica insanda, anépoidik hlcrelerin sayisinin erigkin yasam suresi i¢cinde azalma
egdiliminde oldugu, serebral korteks sinir hucrelerinde sitometri yoluyla gosterilmistir (Fischer
vd., 2012). Bu sonug¢ da andploidi ve KSV’lerin erken dénemde ortaya ¢ikip daha sonra

eleniyor olmasi fikriyle tutarlidir.

1.1.4 Alzheimer Hastaliginda somatik andploidi ve KSV
Bir dizi farkh bulgu somatik mutasyonlarin, 6zel olarak da somatik andploidi ve KSV’lerin
sporadik AH’de rolu olabilecegine isaret etmektedir (Adriani vd., 2017). Bunlardan biri, Down

Sendromlu bireylerde AH'de gorllen tipte plak ve duigumlerin siklikla gézlemlenmesidir
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(Mann 1988). APP geninin 21. kromozomda bulunmasi bu durumun olasi sebeplerinden
en az biridir ve dengesiz gen ifadesinin hastaligin gelisimine katkida bulunabilecegine isaret
etmektedir. Daha yakin zamanl ¢alismalar da sporadik AH bireylerin sinir hiicrelerinde APP
geninin onlarca anormal rekombinant formunu bulmuslar, bunlarin APP mRNA’sInin
anormal ucbirlegtirme sonrasi DNA'ya geri yazilmasi sonucu genomda biriktigini, ilerleyen
yasla bu anormal ve toksik APP formlarinin ¢ogaldigini da tespit etmiglerdir (Bushman vd.,
2015; Lee vd., 2018).

1.1.4.1 Alzheimer Hastaliginda somatik andploidi ve KSV oél¢iim ¢aligsmalarinin 6zeti
AH ve KSV arasinda iligki bulunduguna dair bir ikinci gbzlem ise dogrudan karyotip analizi ve
sitometriden gelmektedir. Kromozoma spesifik ve interfaz kromozomlari isaretleyebilen FISH
yontemiyle 21. kromozom ve X kromozomunun sikligini inceleyen calismalar, Alzheimer
hastalarinda, ayni yastaki kontrollere kiyasla bazen iki kat daha fazla andploidi oldugunu
rapor etmistir (lourov vd., 2009; Yurov vd., 2014). Buna ek olarak, ¢cok sayida hicrede
kromozom sayisi dagiimini basit ve hizli bir gekilde kestirmeye yarayan sitometri
calismalarinda, asiri andploid (6rnedin tetraploid) hicrelerin ayni yastaki kontrollere gore
AH’de daha fazla oldugunu, ayrica hicre bagina DNA miktarinda artigin entorinal korteks
gibi AHden yogun etkilenen bodlgelerde yogunlastigi ama oOrnegin oksipital kortekste
gorulmedigi rapor edilmistir (Mosch vd., 2007). Beriki ¢aligsmay! yapan grubun bir baska
calismasinda ise AH’nin ileri agsamalarinda anoéploidi tagiyan ndronlarin azaldigi
bulunmus, bu azalma s6z konusu hucrelerin apoptoza girmesiyle agiklanmistir (Arendt vd.,
2010).

Bilgimiz dahilinde, bu soruyu tekil hiicre tim genom dizileme (scWGS) kullanarak inceleyen
yalnizca bir ¢alisma yayimlanmistir. van den Bos ve arkadaslarinin yukarida (1.1.2.2.)
Ozetledigimiz c¢alismasinda 6 saglikh kontrol bireye ek olarak 10 Alzheimer hastasinin
beyinlerinden toplam 1500’e yakin sinir hiicresi dizilenmigtir. Saglikli bireylerde tespit edilen
%0.7 sikligindaki tim kromozom andploidiye benzer bigcimde, AH bireylerin sinir hiicrelerinde
de %0.6 siklhiginda anéploidi bulunmustur (van den Bos vd., 2016). Kisacas!I FISH ve
sitometri calismalarinin aksine, saglikli bireylere kiyasla AH’de anodploidi egilimi tespit
edilememigtir. Ayrica FISH ile daha énce goériimis olan kromozom 21 kazanimi da
bulunamamigtir. Bu ¢alismanin yazarlari, kendi sonuglari ile daha &nce yayimlananlar
arasindaki tutarsizhigi, FISH ve sitometrinin slayt hazirlama sirecindeki teknik varyasyon
nedeniyle gurultili olmasiyla acgiklamiglar, ancak sonuglarinin daha genis dérneklemlerle

tekrarinin gerekli oldugunu da belirtmislerdir.
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1.1.4.2 AH’de somatik anéploidi ve KSV: Olasi sebepleri ve 6nemi

Ozetlemek gerekirse, Alzheimer hastalari ve saglikh bireylerin sinir hicreleri arasinda
anoploidi ve KSV sikligi farki olup olmadigi su anda belirsizligini korumaktadir. Saglikl
erigkin bireylerde andploidi ve KSV sikligi konusundaki belirsizlik gibi, AH vakalari ve
kontroller arasindaki farka dair belirsizlik de en azindan kismen deneysel standardizasyon

eksikliginden kaynaklanmaktadir.

Olas! bir farkin sebepleri de simdilik yalnizca spekilasyon konusudur. Bir olasi agiklama,
AH’de yiksek KSV seviyesinin aslinda embriyonik donemde nérogenez sirasinda ortaya
cikmasidir. Bu durumda bazi bireylerde asir somatik mutasyon yiUku ileri yasta kendisini
gOstererek AH riskini artiyor olabilir. Alternatif olarak, andploidideki bu artisi AH vakalarinda
sinir hlcrelerinin 6zellesmigliklerini kaybederek yeniden hiicre déngisine girmeleri egilimine
badlayan arastirmacilar da bulunmaktadir (Arendt vd., 2000; Mosch vd., 2007). Bu ikinci

modele gére andploidi ve KSV yalnizca bir sonugtur.

AH’de andploidi ve KSV sikhidinin rolinun ve olasi sebebinin dogru anlasiimasi, AH’ye karsi
alinabilecek etkili énlemlerin belirlenmesi agisindan gereklidir. Birincisi, bir andploidi/KSV
etkisinin oldugunu ve bunun da c¢evresel stres veya stokastik etmenler sebebiyle
embriyonik donemde ortaya c¢ikan somatik mutasyon yiikiinden kaynaklandigini
varsayacak olursak, bu bilgi hem risk grubundaki bireylerin erken tespitinin, hem
anoploidi/KSV’lerin  hiicre Uzerindeki uzun vadeli etkilerinin incelenmesinin, hem de
nérogenez sirasinda mutasyon yukunu dusurebilecek onlemlerin arastiriimasinin 6nunu

acgacaktir.

ikincisi, bir anéploidi/KSV etkisi varsa ve bu olgu, strese giren erigkin sinir hiicrelerinin
anormal bicimde hiicre déngiisiine girmesinden kaynaklaniyorsa (Mosch vd., 2007), bu
bilgi sayesinde andploidi/KSV’lerin hlcre Uzerindeki kisa vadeli etkilerinin incelenmesi ve

olasi etki noktalarina kargi miidahaleler arastiriimasi s6z konusu olabilecektir.

Bir G¢lncl olasilik ise van den Bos ve arkadaslarinin (2016) sonugclarinin igaret ettigi gibi
anoploidi ve KSV sikhginin AH’de rolu olmadigidir. Toplanacak yeni verilerle bu ihtimal
guclenecek olursa, hastaligi 6nleme caligmalarinin odagi bagka yonlere (6rnegin anormal
APP izoformlarinin birikimi ve ifadesinin engellenmesi veya proteostasisin korunmasi gibi

alanlara) kaydirilabilecektir.

Almanya, Fransa, Rusya ve Turkiye'den doért arastirma grubunun katildigi bu genis kapsamli
proje de s6z konusu sorunu daha yakindan arastirmayi hedeflemektedir. Bu kapsamda
Almanya ve Rusya’daki ekipler saglikli ve AH bireylerde andploidi/KSV’lerin sikhgini FISH ve

sitometri yontemleriyle arastirirken, grubumuz da Almanya’daki ekiple beraber ayni konuyu
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scWGS ile arastirmayl planlamistir. Bu c¢alisma kapsaminda su temel sorularin

cevaplanmasi hedeflenmektedir:

- Saglikli erigkin ve AH bireylerin beyinlerinde tim kromozom andploidilerin ve KSV’lerin

sikhklar fark géstermekte midir?
- Anoploidi/KSV vakalari belli kromozomlarda yogunlagsmakta midir?
- Kazanim ve kayiplarin sikliklari arasinda fark var midir?
- Andploidi/KSV sikhgi beyin bdlgeleri arasinda fark géstermekte midir?

- LCM (lazerle kesme) ve FACS (floresanla ayirma) yontemleri arasinda deneysel gurulta

agisindan fark var midir?
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2. GEREG VE YONTEM

2.1 Orneklem

Bu c¢alismada Fransa’nin Paris kentinde bulunan Fransa Ulusal Beyin Bankasi’'nda
depolanmis postmortem beyin 6rnekleri kullaniimigtir. Bunlar donmus temporal korteks
ve/veya hipokampus drnekleridir. Calismada su ana kadar 17 bireyden alinmis 1190 6rnege
ait kutuphane dizilenmigtir. Bireyler ile ilgili detayh bilgi Tablo 1'de gosterilmistir. Tablo 2'de
ilgili bireylerin hastalik durumlari ve incelenen beyin bolgelerine dair bir 6zet sunulmaktadir.

Kontrol bireyler AH bireylerle ayni yas araligindan secilmigtir.

2.2. Laboratuvar caligmalari
Calisma icin segilen beyin o6rnekleri laboratuvar c¢alismalari igin Almanya’nin Leipzig
Universitesine bagl Paul Fleissig Enstitisi'ne gdénderilmistir. Calismanin laboratuvar

asamalari Paul Fleissig Enstitisi'nde yuratalmustar.

2.2.1. Hucrelerin aynigtiriimasi

2.2.1.1. Lazerle kesme (LCM)

Donmus postmortem beyin temporal korteks ve hipokampus drneklerinden kesitler alinmis,
bunlar metilen mavi ve NeuN sinir hicresi boyasiyla isaretledikten sonra hicre sekillerine
gore uzman tarafindan belirlenen piramidal néron gekirdekleri lazerle kesme ve yakalama
(ing. “laser-capture-microdissection”, LCM) ile kesilerek toplanmistir. Bu islem icin PALM
MicroBeam sistemi (Carl Zeiss, Jena, Almanya) kullaniimistir. PALM ile hiicre toplama
sirasinda olasi kontaminasyonu tespit etmek igin slaytlarda hiicre icermeyen bdlgelerden

negatif kontroller de alinmistir (Sekil 1).
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Sekil 1. Metilen mavi ile boyanmig insan beyin kesitlerinden PAML ile yapilan drnekleme.
Seklin alt tarafindaki delikler secilen sinir hiicreleri kesildikten sonra kalan bosluklari, seklin
ust tarafindaki delikler ise doku disindaki bélgede, olasi DNA kontaminasyon duzeyini

belirlemek Gzere secilmis negatif kontrol kesitlere ait deliklerini gdéstermektedir.

2.2.1.2. Floresan ayirma (FACS)

FACS ile drneklerin ayrilmasi Matevossian ve Akbarian’in (2008) dnerdikleri protokole gore
yapiimigtir. Ozetle, donmus beyin 6rnekleri hipotonik bir solisyonda ¢ozildikten sonra
cekirdekler toplanmig, NeuN antikorlari kullanilarak sinir hcrelerine ait c¢ekirdekler
isaretlenmis, ardindan BD FACSAria Il SORP (BD Biosciences) tipi floresan ayirma

cihazinda PBS tamponu kullanilarak 96’lik kuyulu tabaklara ayriimigtir.

2.2.2. Dizileme orneklerinin hazirlanmasi

Secilen hucrelerden her birinin DNA’s1 Sigma’nin WGA4 (GenomePlex® Single Cell Whole
Genome Amplification Kit, Sigma-Aldrich) protokolline gdre ¢ogaltiimistir. Bu kit ve protokol
kapsaminda hicreler pargalandiktan, DNA yaklasik 400 b¢ uzunlugunda pargalanmis,
ardindan polimeraz zincir reaksiyonu ile 25 g¢evrim c¢ogaltiimigtir. Bu yoéntemin sinir
hicreleriyle denenen bagka protokollere gore daha iyi sonug verdigi, drnegin DNA uzunlugu
dagihminin az varyans gosterdigi daha once rapor edilmigtir (Ning et al. 2015). Kalite

kontrolinden gegirilen érneklere, TruSeq Nano adaptérleri eklenmigtir. Daha sonra bu
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ornekler lllumina HiSeq2500 cihazinda 100 veya 150 PE (iki taraftan 100 veya 150 baz)
yiiksek cikti (ing. “high output”’) modunda tek bir seritte (ing. “lane”) yiritilmustir.

Toplam 10 farkh dizileme iglemi farkh zamanlarda ve farkli kurumlarca (BM firmasi
araciligiyla Macrogen, Kore ve Leipzig Universitesi, Almanya) yirGtilmustir. Bu 10 iglemin
ariint olan dizileme veri setleri tarafimizdan UL_0-UL_9 seklinde etiketlenmistir (Tablo 1).
Uretilen veriler ODTU'deki sunucumuza aktarilmistir. Sonuglarin yayimlanmasi sirecinde

veriler ENA veri tabanina yuklenecektir.

Tablo 1: Calismada kullanilan bireylerin ve 6rneklerin 6zellikleri.

Proje kapsaminda uretilen verilerin ézellikleri tabloda 6zetlenmigtir. Pilot deney igin kullanilan
bireyler yildiz ile isaretlenmistir. 5433 ve 5433_H numarali érnekler ayni bireyin sirasiyla
temporal korteks ve hipokampis 6rnekleridir. 5603 ve 5603_F numarali érnekler ayni bireyin

sirasiyla LCM ve FACS ile igslenmis drnekleridir.

Ornek no. | Beyin bolgesi Hiicre tipi Durum Cinsiyet Braak Ornek | Veri seti
seviyesi |[sayisi |adi
106* temporal korteks néron ve negatif AH erkek v 17 UL_0O
kontrol
108* temporal korteks néron ve negatif AH erkek 1] 17 UL_O
kontrol
107 temporal korteks noron kontrol erkek - 64 uL_7
5433 temporal korteks noron kontrol disi - 64 uL_7
7654 temporal korteks noron AH erkek W 68 uL_7
6203 temporal korteks noron kontrol erkek - 64 UL_1
3549 temporal korteks noron kontrol erkek - 64 UL_2
3862 temporal korteks noron AH erkek 1] 64 UL_2
6563 temporal korteks noron AH erkek \Y 63 UL_3
7753 temporal korteks noron AH erkek v 64 UL_3
8401 temporal korteks noron kontrol disi - 64 UL_3
5603 temporal korteks noron kontrol disi - 64 uL_4
5603_F temporal korteks noron kontrol disi - 12 UL_6
5946 temporal korteks noron AH disi W 64 uL_4
7903 temporal korteks noron AH disi Y 64 uL_4
8730 hipokampus noron kontrol erkek - 100 UL_8
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5433 H hipokampUs ndron kontrol disi - 100 UL_8

8326 hipokampUs ndron AH erkek VI 86 UL 9

5138 hipokampus noron AH disi \ 87 UL_9

2.3 Hesaplamali is hattinin olusturulmasi

2.3.1 Verilerin on iglenmesi ve is hattinin optimizasyonu

Kendi Urettigimiz veriler, 17 bireyden alinmis toplam 1190 kiitiphaneden olugsmaktadir.
Orneklerimiz tekil néronal gekirdek (n= 1175) ya da negatif kontrollerden (n= 15)
olusmaktadir. On yedi bireyden ikisinin hdcreleri iki farkli deneyde yeniden kullaniimigtir:
5603 numarali bireyin hucreleri hem FACS hem de LCM deneyi i¢in kullaniimigtir. 5433
numarali bireyin ise hem hipokampis hem de temporal korteksinden alinan hucreler

dizilenmisgtir.

Hipokampiise ait toplamda 373 hucre dizilenirken, bu sayi temporal kortekste 817°dir.

Cinsiyet dagilimlari ve bireylerin durumlari Tablo 2'de 6zetlenmigtir.

Tablo 2: Proje dahilinde hucreleri dizilenen bireylerin cinsiyet dagihmlari, kullanilan beyin
bolgeleri kullanildigr ve durumlari (kontrol/ AH).

Beyin Bolgesi Durum Cinsiyet
Temporal korteks | 7 kontrol / 8 AH 9 erkek / 6 disi
Hipokampus 2 kontrol / 2 AH 2 erkek / 2 digi

2.3.1.1 Dizileme verisinin 6n kalite kontrolii

Veriler analize dahil edilmeden dnce gesitli kalite kontrol testlerine tabi tutulmustur. Oncelikle
her bir érnek (hlcre) igin dretilen kitdphanelerin okuma sayilari incelenmigtir. Dizileme
deneyleri arasinda hicre basina okuma degerleri fark gdstermektedir. On farkh dizileme
deneyinin her birinde hucre (kutiphane) bagina ortalama (medyan) 80 bin ila 2.1 milyon

okuma Uretilmigtir (Tablo 3).
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Tablo 3: Dizilenen kutuphanelerin ortalama (medyan) okuma sayilari

Veri seti [Beyin bolgesi |Kitiiphane bagina Hiicre sayisi [Deneysel method
okuma sayisi
(medyan)
UL_O temporal 505,392 34 LCM
korteks
UL_1 temporal 506,449 64 LCM
korteks
UL_2 temporal 918,594 128 LCM
korteks
UL_3 temporal 1,040,857 191 LCM
korteks
UL_4 temporal 1,628,523 158 LCM
korteks
UL_6 temporal 2,067.378 15 FACS
korteks
UL_7 temporal 1,482,247 12 LCM
korteks
UL_8 hipokampUs 332,810 232 LCM
UL_9 hipokampUs 79,948 148 LCM

UL_8 ve UL_9 veri setleri hipokampUs bdlgesine ait olup, 2 AH (hlcre sayisi = 173) ve 2
kontrol (hiicre sayisi = 200) bireyi icermektedir. Tablo 3'te de goérildigl Uzere bu veri
setlerinde kitliphane basina ortalama okuma degerleri digerlerine gére daha dusuktar. Bu iki
deneye ait hicreler (kitiphaneler) arasindan, okuma sayisi medyan degerinden disuk olan
hicreler (her veri setinin kendi medyan dederi baz alinmistir) veri setinden ¢ikariimistir. Bu

islem sonucunda hipokampuse ait toplam érnek sayisi 184’e dismustar.

Daha sonra ham o&rnekler FastQC programina (Andrews vd., 2010) sokularak cesitli
acilardan incelenmigtir. FastQC programi (Andrews vd., 2010) her bir 6rnegi GC orani,
okuma uzunlugu, klonalite, 6rnekte bulunabilecek adaptdr ve asirn temsil edilen diziler
hakkinda da istatistikler sunmaktadir. Ornegin Sekil 2'de, UL 2 veri seti igin tim

okumalardan elde edilmis ‘phred’ kalite degerinin ortalamasini gdsteriimektedir. ‘Phred’ kalite
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degeri, log10 bazinda hata ihtimalinin -10 katidir; 6érnedin ‘phred’ kalite degerinin 30 olmasi,
1000’de 1 hata ihtimalini ifade etmektedir. Sekil 2'de gorulen yesil bolge baz kalitesinin
kabul edilir seviyede oldugu araligi géstermektedir. Sekil 2A panelinde goraldigu Gzere ham
okumalarda yaklasik ilk 40 baz ciftinin (b¢) ‘phred’ kalite degerleri kabul edilebilir seviyenin
altindadir. Bu durum dikkate alinarak okumalardan ilk 40 b¢ Trimmomatic (Bolger vd., 2014)
programi kullanilarak kirpiimigtir. Bu sekilde okumalarin baz kalite degerleri asgari seviyeyi

saglamaktadir (Sekil 2B). Bu islem tum kutUphaneler icin yuratalmastar.

A Mean Quality Scores B Mean Quality Scores

4 ,
. J\

I

/ V\

Position (bp)
Position (bp)

Sekil 2: Okumalarin uzunluklari boyunca kalite degerleri.

Y-ekseni UL_2 veri seti igindeki tim kitiphanelere (n= 128) ait okumalardan elde edilmis
‘phred’ kalite degerinin (1 ila 40 arasi degismektedir) ortalamasini, X-ekseni ise
okumalardaki her bir bazin okumanin & ucundan itibaren pozisyonunu gdstermektedir. A ve
B panelleri sirasiyla ayni kitliphaneye ait ham sonuglari ve ilk 40 bg¢ kirpildiktan sonraki

sonuglari gbstermektedir.

Ayrica her veri seti icin dizileme derinligi (ing. “depth”), yani genomda ortalama her bir bazin
ka¢ defa okundugu belirlenmistir. samtools’un ‘depth -a’ argimani ile belirlenen derinlikler
Sekil 3’te gdsterilmistir. Burada goéruldugu Uzere hicrelere ait kitlphanelerin ¢ogu 0.01X

civarinda (yani her 100 bazdan birinin bir defa okundugu siklikta) dizilenmistir.
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Sekil 3. Proje kapsaminda dizilenen tekil sinir hiicrelerinin dizileme derinlikleri.

X-ekseni dizileme isleminin etiketini (veri seti ismini), Y-ekseni ise log10 tabaninda
kitiphane basina dizileme derinligi degerlerini gdstermektedir. Veri setlerinin medyan
derinlik degerleri sirasiyla: 0.01, 0.02, 0.01, 0.02, 0.01, 0.1, 0.03, 0.01, 0.001 olarak

belirlenmigtir.

2.3.1.2 Dusuk dizilemenin etkisinin kontroli

Calismamizda mali kisitlar nedeniyle sinirli miktarda dizileme yapilmistir. Yakin zamanda
yayimlanan van den Bos ve arkadaslarinin (van den Bos vd., 2016) ¢alismasinda bizim
calismamiza benzer sekilde milyon okumadan daha disik derinlikte dizilenmis kiatiphaneler
kullaniimigsa da, bircok diger calismada dizileme derinligi 0.1X civarinda, yani bizim
¢alismamizdan 10 kat daha yiksektir. S6z konusu dizileme derinligi farkinin sonuglarimizi
etkileyip etkilemeyecegini test etmek icin, yayinlanmis tek hicre genom dizileme verileri

kullanilarak bir simiilasyon deneyi yurutulmustur. S6z konusu veriler arasinda en yuksek

derinlie sahip olan veri seti (~0.1X; McConnell vd.) secilmistir. Buradaki o6rneklerin

derinlikleri, samtools (v. 1.3) programi (Li vd., 2009) kullanilarak, her bir kitiphanedeki

okumalarin bir kisminin program tarafindan rastgele secilmesiyle ~0.01X'e duisuriilmustur

(Sekil 4). Yapay olarak derinligini disurdigumuz bu veriler ile orijinal (~0.1X) veriler, paralel
olarak, bir sonraki bolimde ayrintilandirilan yontemler ve HMMcopy algoritmasi (Lai vd.,
2016) kullanilarak anéploidi tahmini analizine tabi tutulmustur. Bu paralel analiz sonucunda,
derinligin azaltilmasindan dnce %7.3 olan kayip veya kazang¢ vakalarinin, sonrasinda da ¢ok
yakin degerde kaldigi ve aym vakalarin bulundugu tespit edilmistir (Sekil 5). Ornegin

sekilden gorilebilecegi Uzere 0.1X veri ile sistematik olarak tespit edilebilen Trizomi 21,
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0.01X veri ile de tespit edilebilmektedir. Bu karsilastirmadan, hiicre basina 0.01X dizileme

derinliginin anoploidi tespitini zorlagtirmadigi sonucuna variimistir.

~0.1X derinlik ~0.01X derinlik
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Sekil 4. McConnell vd. (2013) veri setinde dusuk dizileme derinligi simulasyonu.
McConnell vd. (2013) veri setinden, saglikli iki disi ve bir erkek bireye ait toplam n=110
kortikal noron ile Trizomi 21 tagiyan bir erkek bireye ait n=13 fibroblast hlcresinin verileri

elde edilmigtir. Yaklasik 0.1X derinlikteki (sol panel) bu tim genom dizileme verileri samtools

(v. 1.3) programi kullanilarak ~0.01X derinlige (sag panel) indirilmistir. Histogramlarda X-

ekseni her bir kituphanenin dizileme derinligini, Y-ekseni de frekansi gostermektedir.
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Sekil 5: McConnell vd. (2013) veri setinde dusuk ve yuksek derinlikte verilerle andploidi
tahmini.

Sekil 4’'te gosterildigi sekilde 0.1X (gergek veri) ve 0.01X (simulasyonla seyreltilmis veri)
ortalama derinlikteki veri setleri, ayni algoritma (HMMcopy) kullanilarak analiz edilmis, dusuk
derinligin anoploidi tahminini etkileme seviyesi dlculmuagtir. Figurdeki her bir satir bir hicreyi

temsil etmektedir. Matriste 2 kopya (dizomi) tahmin edilen bdlgeler sari renk, 1 kopya
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lacivert, O kopya siyah, 3 kopya kirmizi, 4 kopya koyu kirmizi, 5 kopya mor ile gdsterilmigtir.
Bir kromozomun tumunu kaplayan yatay renkli cizgiler andploidiyi, kismi renkli gizgilerse
diger KSV’leri gdstermektedir. En soldaki “Derinlik” anahtarinda gdsterilen agik mavi ve
pembe bloklar sirasiyla yliksek ve disik derinlikteki verileri temsil etmektedir. “Doku”
anahtarinda yesil frontal korteksi, kirmizi ise fibroblastlari gdstermektedir. “Durum”
anahtarinda mor saglikh bireyleri, koyu mavi ise Trizomi 21 (Down sendromlu) bireyleri
gostermektedir. 0.1X ve 0.01X derinliklerine ait sonuglar yukaridan asagiya ayni sirayla

gOsterilmistir.

2.3.2. Uretilen verilerin analizi

2.3.2.1 Okumalarin hazirlanmasi

Yukaridaki anlatilan 6n analizlerin ardindan, hazirladigimiz is hatti deneylerimiz kapsaminda
Uretilen tek hicre genom verilerine uygulanmistir. Boliim 2.3.1°de de anlatildigi Uzere,
FastQC programi sonucunda elde edilen bilgilerden yola ¢ikarak dizi uglarinda bulunan
adaptor dizileri 40 bg'ye kadar kirpilmistir. Ayrica ihtiyatli olmak agisindan FastQ Screen
(Andrews vd., 2011) isimli program ile érneklerde kontaminasyon olup olmadigi ve varsa

kontaminasyona hangi canlinin DNA'sinin (6r. E. coli) sebep oldugu incelenmistir.

KR-KSV hesaplamak igin belli okuma uzunluklarina 6zgii hizalanabilirlik (ing.
“mappability”) dosyalarina ihtiya¢ duyulmaktadir. WIG formatindaki bu dosyalar genom
boyunca 6zgin olarak hizalanmaya agik pozisyonlarin istatistigini icerir. Calismamizda bu
dosyalardan 50 b¢ veya 100 bg icin hazirlanmis olanlari UCSC Genom Tarayicisindan
(genome.ucsc.edu) indirilerek kullaniimistir.  Bununla tutarli olmasi igin dizilenen
kUtiphanelerin okuma uzunluklari da 50 b¢ veya 100 b¢ olacak sekilde kesilmistir. Bu

degerlerin altinda kalan uzunluklara sahip okumalar atilmigtir.

2.3.2.2 Hizalama ve filtreleme iglemleri

Hizalama iglemi sdyle yurGtaimustar: 50 bg'ye kesilen diziler insan referans genomuna
(hg19) bwa (Li ve Durbin, 2009) programinin “aln” algoritmasi kullanilarak, 100 bg'ye
kesilenler ise yine bwa’nin “mem” algoritmasi kullanilarak hizalanmigtir. Bunun sebebi ise
“aln” algoritmasinin 50 b¢ ve altinda, “mem” algoritmasinin ise daha uzun dizileri hizalarken
dogruluk payinin ve verimliliginin yiiksek olmasidir. iki algoritmanin da standart parametreleri

kullaniimis ve 96% eslesme sarti aranmistir.
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Bu asamada olusturulan SAM dosyalari, samtools programi yardimiyla BAM indeks ve
siralanmis BAM formatina c¢evrilmigtir (Li vd., 2011). Bu sirada Ug¢ filtreleme islemi

uygulanmistir:

- Dosyalar BAM formatina gevrilirken samtools’un ‘view -F 256" argiimani eklenerek, birden

fazla lokusa hizalanan okumalar atilmistir.

- Buna ek olarak samtools’'un ‘view -q 60’ argimani kullanilarak da hizalanma kalitesi

disuk olan okumalar uzaklastiriimigtir.

- Polimeraz zincir tepkimesi (PCR) sapma nedeniyle meydana gelen tekrarlayan (duplike)

kopyalar da samtools rmdup kullanilarak atiimistir.

Bdylece yalnizca genomda o6zgiin tek bir yere hizalanan ve yiiksek kalitede olan

okumalar analizin geri kalaninda kullaniimigtir.

2.3.2.3 HMMcopy ile kopya sayisi tahmini

Hizalanan ve filtrelenen okumalar ilk olarak HMMcopy (Lai vd., 2016) programi kullanilarak
KR-KSV tahmininde kullaniimistir. HMMcopy algoritmasi, bir érnege ait disuk seviye genom
dizileme verisinin her bir kromozom boyunca olusturulan genis (genelde 500 bin b¢ [500 kb]
uzunlugundaki) pencerelerde okuma yogunlugunu kullanir. HMMcopy bir Gizli Markov
Modeli (HMM, ing. “Hidden Markov Model’) yardimiyla ardil pencerelerdeki okuma
yogunlugunun genom c¢apindaki okuma yogunlugundan farkini kullanarak, kromozom
kopya sayisi tahmin eder. HMMcopy, ayni zamanda pencere basina okuma yogunlugu
degerlerini, ayni pencerelerdeki GC yogunlugu ve hizalanabilirlik 6zelliklerine goére de

normalize eder.

HMMcopy kullanarak yapilmis ¢alismalarda, normalize edilmis verilerden Uretilen pencere
basina goézlenen/ beklenen okuma oranlan (log2 tabanina gevrilmis halde) KR-KSV
yayginligini belirlemede kullanilan ana istatistiktir. Buna KR-KSV degeri de denebilir.
Verilerin islenmesi sirecinde, her bir pencere i¢in hesaplanan KR-KSV degerleri HMM

metoduyla sekmelere ayriimistir.

Yazilimin bir &rnekte calistirlmasinin ardindan, her bir kromozom igin, kopya sayisi
bakimindan kendi iginde tutarli ama genom ortalamasindan farkli genomik segmentler
cikti olarak elde edilir. Yazilim, rapor ettigi her segment icin bir kopya sayisi kategorisi

atamaktadir:
- Kategori 1 veya HOMD: Homozigot delesyon olayi [~0 Kopya]

- Kategori 2 veya HETD: Heterozigot delesyon olayi [~1 Kopya]

23



- Kategori 3 veya NEUT: Nétral KSV [~2 Kopyal]

- Kategori 4 veya GAIN: Kromozom kazanci [~3 Kopya]

- Kategori 5 veya AMPL: Amplifikasyon olayi [~4 Kopya]

- Kategori 6 veya HLAMP: ileri derece amplifikasyon olayi [~5 Kopyal]

Calismamizda hizalanan okuma verileriyle 500 kb’lik pencereler basina okuma yogunlugu
hesaplanmig, bu sonuglar WIG formatina doéndstlriimis, sonra da GC orani ve
hizalanabilirlik igin normalize edilmistir. Optimizasyon calismalarinda 250 kb ve 1 Mb'lik
pencereler de denenmig olup, okuma sayisina uygunlugu ve tahmini andploidiyi daha
guvenilir yakalamasi nedeniyle 500 kb’lik pencerelere karar verilmistir (veri gésterilmemistir).
Ayrica 500 kb’lik pencereler literatirde yaygin olarak tek hiicre genom analizlerinde de

kullanilmistir (Knouse vd., 2014).

2.3.2.4 Degiskenlik degeri filtresi

Yakin zamanda yayimlanan birgok tekil hicre genom dizileme calismasi, dizilenen
kUtiphanelerde teknik guraltiyd dlgmek Uzere gesitli istatistikler kullanmiglardir. Bunlardan
biri degiskenlik degeri (DD, ing. “variability score”) adinda bir istatistiktir (Knouse vd., 2014;
Knouse vd., 2016). Degdiskenlik degeri su sekilde hesaplanir: Her bir tekil hicre igin,
kromozomlarin okuma pencerelerine denk gelen okuma sayilarinin standart sapmasi
kaydedilip, en ylksek standart sapmaya sahip U¢ kromozomun dederlerinin aritmetik
ortalamasi, o hicre 6rnegi icin dediskenlik degeri olarak rapor edilir. Bu deger 6ztinde, bir
tekil hdcreye ait okuma yodunlugu verisinin her bir kromozom igcinde ne kadar degiskenlik
icerdiginin bir dlcisudur. Kromozom iginde agiri varyasyonun biyolojik degil teknik guralti
kaynakli olmasi muhtemeldir. Dolayisiyla yuksek degiskenlik degeri, bir hicreye ait veride
teknik garultindn baskin oldugunun ve bu verinin KR-KSV tahmini agisindan kullanigsiz

olabileceginin bir gostergesidir.

Knouse vd., (2016) hem ampirik veri hem de benzetimler kullanarak DD’nin gergek andploidi
tarafindan etkilenmedigini, ayrica bir hiicre i¢in hesaplanan DD arttikga bu hlicrede tespit
edilen KR-KSV vakalarinin guavenirliklerinin  azaldigini  gdstermiglerdir. S6z konusu
calismanin yazarlari genel olarak DD’nin 0.3'Un altinda olmasini énermektedir. S6z konusu
makalenin sonuglarina bakilirsa, DD’nin 0.5'in Uzerinde oldugu hicrelerde KR-KSV tayini
filen mumkdn dedildir. CUnkd bu seviyede hem sahte pozitif, hem de sahte negatif

vakalarin sikhgi ¢cok yukselmektedir.
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Bu nedenlerle ¢alismamizda yalnizca DD degeri 0.5’in altinda olan hiicreler kullaniimistir.

Diziledigimiz hucrelerin 472’si bu kriteri karsilamaktadir.

2.3.2.5 Dairesel ikili segmentasyon

Yakin zamanda Knouse ve arkadaglari tarafindan KSV icerdigi rapor edilen genomik
segmentlerin  dogrulugunu artirmak amaciyla, yaygin olarak kullanilan HMMcopy
algoritmasinin yani sira ikinci bir algoritma daha kullaniimasi 6nerilmigtir (Knouse vd., 2016;
Knouse vd., 2017). Dairesel ikili segmentasyon (ing. “circular binary segmentation”) adinda
bu algoritma DNAcopy isimli yazihm
(bioconductor.org/packages/release/bioc/html/DNAcopy.html) kapsaminda genom verisine
uygulanabilmektedir. Bu yéntem Markov Modeli temelli olmayip, ézellikle biyolojik verilerin
analizi icin geligtiriimis ve mikrodizin analizinde yaygin olarak kullaniimis bir algoritmadir
(Olshen vd., 2004).

DNAcopy yazilimi i¢in girdi hazirlama ve veri 6n isleme basamaklari HMMcopy girdileri igin
yukarida anlatilan islemlerden kismen farkllik gésterir. Calismamizda, s6z konusu iglemler
sirasinda yine Knouse ve arkadaslari (Knouse vd., 2017) tarafindan saglanan betikler

kullanilmistir. Bu basamaklar su sirayla gergeklesir:

- PCR duplikelerinden arindiriimis ve tekrar siralanmis BAM dosyalari, UCSC Genom
Tarayicisi (genome.ucsc.edu) tarafindan saglanan ve hg19 insan genomundaki
dinamik 500 kb uzunlugundaki hizalanabilir pencerelerin konumunu tanimlayan BED
dosyasi bir referans olarak kullanilarak, bedtools yaziliminin coverage modulu ile

okuma sayisi verisine gevrilir.

- Bir dnceki basamaktan elde edilen okuma sayma verisi, ilgili 500 kb pencerelerin her
biri icin GC igerigi bilgisi iceren bir dosya ile birlikte girdi olarak kullanilarak, GC

icerigine gére normalize edilmis pencere basina okuma sayilari elde edilir.

- Sonugta her bir tekil hiicre verisi igin elde edilen normalize edilmis pencere basina
okuma sayisi verisi, DNAcopy R kutliphanesi blnyesinde bir dizi zincir fonksiyon icin

girdi olarak kullanilarak, HMMcopy icin alinan ¢ikti benzeri bir ¢ikti elde edilir.

2.3.2.6 KR-KSV tahminlerini kesistirme ve ilgili segmentleri belirleme

Knouse ve arkadaslarinin (Knouse vd., 2016; Knouse vd., 2017) 6nerileri dogrultusunda,
sahte pozitif oranini asgariye indirmek tGzere hem HMMcopy hem DNAcopy tarafindan da

kazan¢ veya kayip olarak rapor edilen ve genomik lokasyonlari értisen, yani kesigen
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segmentler gercek vakalar olarak kabul edilmistir. is hattinin ileri agamalarinda yalnizca bu

segmentlerle devam edilmistir.

Kesistirme Oncesinde, her iki yazilimin ¢iktilari igerisinden de dizomi kopya sayisi profiline
sahip, yani normal segmentler, Knouse ve arkadaslari (Knouse vd., 2016) tarafindan
ampirik olarak belirlenmis esik degerleri kullanilarak elenmistir. Bu islem HMMcopy c¢iktilari
icin, segment log2 medyan kopya sayisi degeri 0.4 ile -0.35 degerleri arasinda olan
segmentlere, DNAcopy ciktilari icin ise 1.32 ile 0.6 degerleri arasindaki segmentlere karsilik
gelmektedir. Kesistirme sirasinda kopya sayisi profili atamasi icin HMMcopy tarafindan
atanan kategoriler, kopya sayisi Uzerinden yapilan filtreler igin ise DNAcopy tarafindan rapor

edilen segment medyan log2 kopya sayisi degerleri kullaniimistir.
Kesistirme islemi su sekilde yapilmistir:

- Her bir érnek igin, o érnege ait rapor edilen HMMcopy ve DNAcopy ¢ikti segmentleri

kayip veya kazang segmentleri ayri dosya ciftlerinde yer alacak sekilde diske yazilir.

- bedtools yaziliminin intersect moduli kullanilarak, kazan¢ ve kayip ciktilarinin
islemleri birbirlerinden ayr tutulacak sekilde iki ¢iktinin genomik lokasyonlari

kesigtirilir.

- Bir dnceki basamak sonucunda elde edilen genomik segmentlerin kopya sayilarinin,
rapor edildikleri HMM kopya sayisi kategorilerince beklenen kopya sayilarina

uzakliklar hesaplanir.

- Ait oldugu kopya sayisi kategorisi uyarinca beklenen kopya sayisina uzaklhgi 0.5

degerini asan segmentler filtrelenir.

Kesigtirme sonunda elde edilen segmentlerin beklenen kopya sayisina olan uzakliklarina
gore filtrelenmesi isleminde Rohrback ve arkadaslarinin yaklagsimindan ilham alinmigtir
(Rohrback vd., 2018). Bu islemde esik degeri olarak 0.5 segilmesinin sebebi, kesistirme
Oncesi dizomi profiline sahip segmentler veri setinden elenirken kullanilan esikle tutarlilik
g6zetmektir (nitekim DNAcopy ciktilari igin énerilen logaritmik dlgekteki Ust esik degeri 1.32,
gercek kopya sayisi cinsinden 2.5’e, logaritmik Ol¢ekteki alt esik olan 0.6 degeri ise gergek
kopya sayisi cinsinden 1.5’a karsilik gelmektedir. Dolayisiyla dizomi olmadigi disinilen
segmentlerin dizomi i¢in beklenen kopya sayisina uzakligi 0.5 olacaktir.) Bu ek filtreleme
isleminin, hem verimizdeki biyolojik olarak bir anlam ifade etmeyen teknik varyasyonu
temizlemek, hem de kopya sayisi profilleri icin kategori atamasi yaparken her bir kategori
icin beklenen ortalama kopya sayisi degerlerini bir anlamda veriden 6grenme yaklagsimina
sahip olan HMMcopy yaziliminin ¢iktilarini  dogrulamak gibi avantajlari olacagi

dusinUlmektedir.
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Gerekli filtrelemeler yapildiktan sonra toplam 472 tekil hicre verisi KR-KSV tahmini igin
analiz edilmistir. Eldeki segmentler, segment uzunluklari ve rapor edildikleri kromozomun
uzunluklarn kullanilarak iki ayri tipte veriye ayrilmistir: (a) uzunluklarindan bagimsiz butin
KSV sinyalleri, (b) yalnizca tim kromozom andploidi sinyalleri. Tim kromozom andploidi
sinyalleri belirlenirken rapor edilen segmentin uzunlugunun segmentin rapor edildigi

kromozomun uzunlugunun en az %90’Iin1 kapsamasi kistas olarak kullaniimistir.

2.3.2.6 Istatistiksel analizler

Calismanin son asamasinda KR-KSV sinyallerinin hangi faktorlerden etkilendigi test
edilmistir. Test igin dizilenen ve filtreleri gegen tim hcrelere ait her bir otozomal kromozoma
ait sonuglar bir araya getirilmistir. Her bir kromozom igin dizomi hali 0, kayip veya kazanimlar
1 olarak kodlanmistir. Yuruttlen testlerde toplam 472x22 = 10,384 kromozoma ait bu binom

kodlu degerler bagimh degisken olarak kullaniimistir.

Kayiplari ve kazanimlari ayri ayri analiz etmek igin de, yalnizca ilgilenilen vakalarin (yalnizca
kayiplarin veya yalnizca kazanimlarin) 1, diger tim durumlarin O olarak kodlandigi veriler

kullaniimistir.

Bu tip bir verinin analizinde ¢ok faktorli regresyon kullaniimasinin uygun olduguna karar
verilmigtir. Elimizdeki verinin sifir yidilmal bir dogasi olmasi nedeniyle, sayma verisi icin
gelistiriimis sifir-yigilmali negatif binom regresyonu modeli kullaniimistir. Bu yontem,
veriyi iki dagihmin bilesimi olarak modeller: Hi¢ tespit ediimeyen vakalar ve tespit edilip
negatif binom dagilm gosteren vakalar. Negatif binom dagilim, Poisson’a benzer ancak
daha esnek olmasi (ortalama ve standart sapmanin tek bir parametre degeriyle
belirlenmemesi) agisindan tercih edilmistir. ilgili istatistiksel modelin kurulmasi ve test amagli
kullanilmasinda, gimmADMB R kutuphanesi gimmADMB fonksiyonu (Fournier vd., 2012)

kullaniimistir.

Regresyon modelinde kullanilan tahmin edici faktorler sunlardir:

- Sinyalin hangi kromozomdan geldigi,

- Sinyal alinan hicrenin AH veya kontrol bir birey olmasi,

- Sinyal alinan hicrenin temporal korteks veya hipokampiis bdélgelerinden gelmesi,
- Sinyal alinan hicrenin degiskenlik degeri,

- Sinyal alinan hicrenin hangi bireye ait oldugu.

Birey faktorl rastgele degisken, diger degiskenler sabit degisken olarak modele katiimistir.
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Ayrica parametrik olmayan yontemlerde de sonuglarin tekrar edilmesi tercih edilmigtir.
Bunun igin (a) verinin bir kisminin geri eklemeyle ¢ok defa drneklenmesi (“sampling with
replacement”) ve ayni istatistigin ¢ok sayida iterasyonda (tekrar isleminde) hesaplanmasi
biciminde ylriitilen bootstrap testi kullaniimistir. (b) ilgili faktdriin gok sayida iterasyonda

rastgele karistirilarak sifir dagihminin olusturuldugu permiutasyon testleri kullaniimistir.

Bu analizlerde bireyler arasinda hlicre sayisinin farkli olmasi durumunu da telafi edecek bir
tasarim uygulanmistir. Ozel olarak hazirlanan R betikleri ile iki spesifik hipotez incelenmistir:

AH ve kontrol gruplari arasinda fark olmasi, ayrica kayiplarin kazanimlardan fazla olmasi.

Boostrap analizinde, her bir iterasyonda, bireyler geri eklemeyle rastgele érneklenmistir (yani
toplam 6rneklem buyUkliga n=17 kalirken, bir bireyin drneklemde birden fazla defa temsili
veya hi¢ temsil edilmemesi mimkunduir). Her bir iterasyonda, o sefer segilen bireylere ait
hicreler icinden yine rastgele 5 hiicre secilmistir. Burada n=5 esigine, asgari sayida filtreleri
gecebilen hicreye sahip birey baz alinarak karar verilmistir. Bu sekilde segilerek olusturulan
alt kimelerde, kayip ve kazanim vaka sayilari arasindaki fark hesaplanmigstir. Bu islem 1000
defa tekrar edilmig, dagilimin alt %2.5 ve Ust %97.5 degerleri %95 guven araligi hesaplamak

icin kullaniimistir.

Permitasyon testinde ise bu iki kategori arasindaki farkin sansa bagli olarak nasil
degisebilecedi modellenmigtir. Burada her bir iterasyonda AH ve kontrol gruplarina ait
bireyler rastgele karistirimigtir. Olusturulan iki yapay grubun érneklem buyukltkleri sabittir
(10 ve 7). Her bir gruptaki bireyler i¢in, kendilerine ait rastgele n=5 hicre secilmis, bu
hicreler kullanilarak iki yapay grup arasinda fark hesaplanmistir. Yapay gruplar arasindaki
farkin 1000 iterasyonda elde edilen dagilimi sifir dagihmi olarak kullaniimistir. Bu dagilimin
gercek veride hesaplanan fark ile karsilastiriimasi ile ampirik p-degeri hesaplanmistir.

Burada hucre sayisinin minimumda tutulmasinin testimizi tutucu kilacagi da belirtiimelidir.
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3. BULGULAR

3.1 Tekil hucre dizileme sonuglari ve deneysel yontem etkisinin analizi

Calismamizda 17 bireyden alinmig 1190 kutiiphane dizilenmistir. Bunlardan 995’i okuma
derinligi filtrelerini gecen noéronal cekirdeklere aittir (2.3.1.1). Calismamizin bugline dek
yapilan ve 1. Bélim’de dzetlenen yayimlanmig néronal sgWGS calismalarindan baslica farki
deneyseldir. Deneysel calismalari yuriten Leipzig ekibinin tercihi Gzerine ¢alismamizdaki
hicrelerin ¢cogu, FACS vyerine, spesifik bir hicre tipinin (piramidal néronlarin) mikroskop
altinda belirlenip ¢ekirdeklerinin toplanmasina izin veren lazerle kesme ve yakalama (LCM)

yontemiyle elde edilmistir.

2. Bolum’de (Gere¢ ve Yontem) ayrintilandirildigi Uzere, dizilenen hucrelere ait veriler, kalite
filtrelerinden gecirilmis, 500 kb’lik pencelerde her bir hiicre i¢in okuma yogunlugu
hesaplanmistir. Ayrica her bir hiicre basina, teknik guraltiyu olcen degiskenlik degeri (DD)
hesaplanmistir (2.3.2.4). Bu deger incelenen hucreler arasinda 0.28 ila 1.72 arasinda
degismektedir (Sekil 6). Ote yandan calismamizda elde edilen temporal korteks ve
hipokampus hucrelerinin DD degerleri (sirasiyla 0.51 ve 0.57) anlamli fark gostermemektedir
(Mann-Whitney U testi p = 0.1).

Bu DD degeri dagihmin literatirdeki benzer calismalardakinden daha yuksek oldugu not
dikkat gekmektedir (Knouse vd., 2014; Knouse vd., 2016). Ornegin Knouse ve arkadaglari
2016 yihindaki ¢alismalarinda inceledikleri FACS ve scWGS kullanarak inceledikleri insan
noronlarinda DD’yi 0.14 ila 1.03 arasinda, medyan degerini de 0.2 olarak bulmuslardir
(Knouse vd., 2016). Diziledigimiz hucrelerin DD degerleri bundan anlamli dlglide yuksektir
(Wilcoxon testi p < 2.2e-16).
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Sekil 6: Dizilenen 995 hucrede degiskenlik degeri (degiskenlik puani) dagilimlari.
Soldan saga iki panelde sirasiyla temporal bdlge ve hipokampls bdlgelerine ait hiicreler igin

hesaplanan DD dagilimi gdsterilmektedir.

Tartisma bdliminde ele alacagimiz Uzere bu sonuglar, calismamizda kullanilan protokolin
bir veya birden fazla asamasinin teknik giiriltiiye karsi hassasiyet yarattijina isaret
etmektedir. Olasi bir etmen, calismamizda FACS yerine agirhkla LCM metodunun

kullaniimis olmasidir.

FACS ile LCM arasinda teknik gurulti agisindan fark olup olmadigi, galismamiz kapsaminda
bu iki yoéntemle dretilmis verilerin ézelliklerinin karsilastirimasiyla incelenmistir. ilk olarak,
5603 numarali bireye ait ve FACS ile Uretilmis n=12 hicrenin (UL_6 veri seti) degiskenlik
degerleri, yine ayni bireye ait ve LCM ile Uretilmis n=12 hicrenin (UL_4 veri seti) degiskenlik
degerleriyle karsilagtinimigtir (Sekil 7). FACS ile Uretilmig hucrelerin degiskenlik degerlerinin
anlaml dlgtde disgtik oldugu tespit edilmistir (Mann-Whitney U testi p < 7e-06).

ikinci olarak, deneysel yontemin dizileme derinligine etkisi olup olmadigini anlamak igin LCM
ve FACS ile elde edilen hucrelerin dizileme derinlikleri kargilastinimigtir (Sekil 8). FACS ile
toplanan érneklerin derinliginin (medyan = 0.10), LCM’ye (medyan = 0.006) gore daha
yuksek oldugu bulunmustur. Yapilan bu analizler, belli dézellikteki hicreleri yakalamadaki
potansiyel dstlnligine ragmen LCMnin FACSa gére daha gurdltild oldugunu

gOstermektedir.
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Sekil 7: FACS ve LCM ile uretilmis hicrelerin degiskenlik degerleri.
Kutu grafikleri ayni bireye ait sirasiyla n=12’ser degiskenlik degerlerinin (Y-ekseni) dagilimini

karsilastirmaktadir.
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Sekil 8: FACS ve LCM ile Uretilmis hucrelerin dizileme derinligi degerleri.
Kutu grafikleri UL_4 ve UL_6 veri setlerine ait sirasiyla n=64 ve n=12 hicrenin dizileme

derinligi degerlerinin (Y-ekseni) dagilimini karsilastirmaktadir.

Yayimlanmig ampirik veriler DD’nin 0.5’ten ylUksek oldugu durumlarda sonugclarin
guvenirliginin ¢ok dusuk olduguna isaret etmektedir (bkz. 2.3.2.4). Bu durum g6z 6nune
alinarak, calismada yalnizca DD<0.5 filtresini gegebilen 472 hicre kullaniimistir. Bu

hicrelerin 302’si temporal korteks, 70’i hipokampusten elde edilmistir.

3.2 KSV ve anoploidi orani tahminleri

3.2.1 Tim hicreler arasinda KSV ve andploidi orani

Toplamda DD filtresini gegen 472 hucreye ait veri HMMcopy ve DNAcopy yazihmlarinca
islenmis, iki yazilimin da tutarl bicimde KSV diye tahmin ettigi segmentler belirlenmigtir (bkz.
2.3.2.6) (Sekil 9). incelenen hiicrelerin ~%271inde en az bir KSV sinyali (Tablo 4)
bulunmustur. Hicrelerin ~%6.6’sinda ise en az bir tim kromozom (kromozomun %90’ini
kapsayan 6l¢ide) andploidi sinyaline rastlanmistir (Tablo 5). Burada AH bireylerde vakalarin
sikhginin kontrol bireylere kiyasla biraz daha dusuk oldugu goérulmektedir (bu konu daha
sonra incelenecektir) Tartisma bolumunde daha ayrintil ele alinacagi Uzere, KSV sinyali
orani literatirdekinde rapor edilenlere yakin, tim kromozom andploidi sikhgr ise

literatlrdekinden ylksektir.

3.2.2 Kromozom basina KSV ve anoéploidi sikliklari

472 hicreye ait veriler daha sonra kromozomlar dizeyinde incelenmis, her bir otozom igin
anoploidilerin ve KSV olaylarinin toplam sayilarinin sikliklart AH ve saglikli kontrol bireylerde

belirlenmigtir. Sonuglar Sekil 10 ve Sekil 11'de gosterilmistir. Sinyallerin  hangi
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kromozomdan geldiginin KSV veya andploidi olayl sayilarinin dagilimina olan etkisi

konusunda istatistiksel testler ve sonuglarina dair ayrintilar, diger biyolojik faktorler igin

gerekli testlere dair bilgiler ve sonuglariyla birlikte 3.2.4.1 numarali bélimde ele alinacaktir.
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Sekil 9: Ug farkl hiicrede KSV ve anoploidi tahmini.

e A U w0 a1 G

»

Wl W g N )

En Ustten en alta: KSV tahmin edilmeyen, yalnizca bir kromozomda KSV tahmin edilen, tim

bir kromozomda KSV (andploidi) tahmin edilen 6rnek hucreler. Y-ekseni 500 kb’lik pencere

basina normalize edilmis okuma dedgerlerini géstermektedir. Mavi noktalar dizomi, kirmizi

noktalar 3 vey 4 kopya sayisi, yesil noktalar ise 0 ve 1 kopya sayisi tahmin edilen

segmentleri géstermektedir. ilk iki hiicre erkek bireylere ait oldugu igin X kromozomunda

dogru bigcimde monozomi tahmin edilmigtir.

Tablo 4: En az bir KSV sinyali gosteren hicrelerin sikligr.

Sinyal veren

Toplam hiicre

hiicre sayisi sayisl Ylizde
AH 45 200 22.5
Kontrol 54 272 19.9
AH + Kontrol 99 472 21.0
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Tablo 5: En az bir andploidi sinyali gosteren hlcrelerin sikligr.

Sinyal veren | Toplam hiicre .
. Yuzde
hiicre sayisi sayisi
AH 10 200 5.0
Kontrol 21 272 7.7
AH + Kontrol 31 472 6.6
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3 4
@
& 2
(%]
S 1
o
. O0/ong_|n D
.g 0_ - - - - -
= chr13 chri4 chr15 chr16 chr17 chr18
o 34
N
o
§ 2 -
i~
€ 1
3
: 008 E
O- — — — — T T T T
chr19 chr20 chr21 chr22 AR kontrol - AH - ontrol
34 —
2
[0 Kazang [l Kayp
1
AH  kontrol AH  kontrol AH  kontrol AH kontrol
Durum

Sekil 10: AH ve kontrol érneklerinde kromozom basina tim kromozom andploidi olaylarinin

saylsl.

Toplam 200 AH ve 272 kontrol hlcresine ait verilerde kazang¢ ve kayiplarin sayisi situn

grafikleriyle gdsterilmigtir.
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Sekil 11: AH ve kontrol 6rneklerinde kromozom basina KSV olaylarinin sayisi.
Toplam 200 AH ve 272 kontrol hlcresine ait verilerde kazang¢ ve kayiplarin sayisi situn

grafikleriyle gdsterilmigtir.

3.2.3 KSV’lerin uzunluk dagilimlari

472 hucrede KSV olarak tahmin edilen segmentlerin uzunluklarinin dagihmi incelenmistir
(Sekil 12). Bu degisken tim kromozomu kapsayan anoéploidi olaylarini diger butiin KSV

olaylarindan ayirmak icin kullaniimigtir.
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Durum

Sekil 12: KSV uzunluklarinin hastalik durumu ve kayip / kazanim sinyalleri agisindan
incelenmesi

3.2.4 Biyolojik faktorlerin KSV ve andploidi sikligi tizerinde etkisi

KSV sayisindaki degiskenlige etki edebilecedi dislnllen biyolojik faktorlerin test edilmesi
icin iki farkl ydntem kullaniimistir. Sifir yigilmal negatif binom regresyonu modeli ile 1)
hastalik durumu (AH/kontrol), 2) beyin bdlgesi, 3) sinyalin alindigi kromozom, 4) DD
degigkenlerinin KSV ve andploidi siklidr uzerinde etkisi incelenmigtir. Rastgele permutasyon
ve bootstrap gibi parametrik olmayan istatistiki testler kullanilarak da 1) hastalik durumu ve

2) kayip ve kazanim sinyali farki incelenmigtir.

3.2.4.1 Sifir yigilmal negatif binom regresyon modeli

Yontem bolumunde agiklanan bagimli ve bagimsiz deg@iskenler ile kurulan regresyon modeli,
KSV verisini iceren matrisin farkli sekillerde alt gruplara bélinmesiyle birkac farkll sekilde
kullanilmistir. Verilerin ayrldigi alt gruplar sunlardir: a) Bulundugu kromozomda kapsadigi
bdlgenin uzunlugundan bagimsiz olarak bitliin KSV sinyalleri, b) Yalnizca bitiin kromozom
kapsamindaki sinyaller, yani andploidi sinyalleri. Her iki kategori de daha ileri alt gruplara
ayrilarak regresyon modeliyle test edilmistir: 1) Kayip veya kazanim olmasina bakilmaksizin

batin KSV sinyalleri, 2) Yalnizca kayip sinyalleri, 3) Yalnizca kazanim sinyalleri. Sonug¢
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olarak ilgili model, 6 farkli sinyal tlrind segilen bagimh degiskenlerin aciklamasi agisindan

test etmekte kullaniimigtir.

3.2.4.1.1 Butiin KSV’leri agiklayan faktorler

3.2.4.1.1.1 Yalnizca kayip sinyallerinin degerlendirilmesi

Bu KSV kategorisi icin, AH-kontrol farki, beyin bdlgesi veya KSV sinyalinin alindigi
kromozom faktdrleri i¢in farklar anlamh degildir (AH-kontrol dahil Ug faktorin butin gruplar
icin p = 1.0). Verideki varyasyonu anlamli olarak aciklayan tek bagimsiz degisken DD
olmustur (p < 1e-14). DD’nin etkisi pozitiftir, yani gurtltd arttikga KSV’lerin arttigi

gOrulmektedir.

3.2.4.1.1.2 Yalnizca kazanim sinyallerinin degerlendirilmesi

Bu KSV kategorisi icin, AH-kontrol farki, beyin bdlgesi veya KSV sinyalinin alindigi
kromozom faktorleri i¢in farklar anlaml degildir (AH-kontrol dahil Ug faktorin butin gruplar
icin p = 0.999). Verideki varyasyonu anlamli olarak aciklayan tek bagimsiz degisken DD
olmustur (p < 0.001). DD’nin etkisi pozitiftir, yani gurultd arttikca KSV’lerin arttig

gOrulmektedir.

3.2.4.1.1.3 Kayip ve kazanim sinyallerinin birlikte degerlendirilmesi

Kayip ve kazanim sinyalleri birlikte degerlendirilip her hdcrenin butin kromozomlarinda
badimli degisken olarak bu iki sinyalin sayilarinin toplami kullanildiginda, yukaridaki testlerle
tutarh olarak yalnizca DD’nin KSV sayisindaki degiskenligi anlamli olarak agiklayabildigi
gOralmastir (p < 0.001). DD’nin etkisi yine pozitiftir, yani gurdltt arttikca KSV’lerin arttigi
gorulmektedir. DD digindaki diger faktorlerin (AH-kontrol dahil) alt gruplarina ait p-degerleri
yine istatistiki olarak anlaml degildir (0.1 < p < 0.99).

3.2.4.1.2 Tim kromozom anoploidi sinyallerini aciklayan faktorler

3.2.4.1.2.1. Yalnizca kayip ve yalnizca kazanim sinyallerinin degerlendirilmesi

Belirtilen bagimsiz degiskenler ile mevcut regresyon modeli kullanilamamigtir. Vaka
sayisinin ¢ok az ve tahmin edilmeye g¢aligilan parametre degerlerinin yuksek oldugu bu iki
durumda, parametre degerlerini tahminde kullanilan doénginun yakinsayamadigi

gOrdlmastar.

36



3.2.4.1.2.2 Kayip ve kazanim sinyallerinin birlikte degerlendirilmesi

Tum kromozom andploidi sinyalleri igerisinde kayip veya kazanim olduguna bakilmaksizin
toplam sinyaller bagimh degisken olarak modeld kullanildidinda, AH-kontrol dahil bagimsiz
degigkenler arasindan yalnizca DD’nin anlamli bir tahmin edici oldugu gorilmugtir (p <

0.001). DD’nin etkisi pozitiftir, yani gurdltd arttikca KSV’lerin arttiyi gértlmektedir.

3.2.4.2 Parametrik olmayan testler
3.2.4.2.1 Biitiin KSV’ler ile yapilan testler

3.2.4.2.1.1 Kayip ve kazanim KSV olaylarinin sikliklarinin karsilastiriimasi

Literatlrde rapor edilene benzer bigcimde (bkz. 1. Bélim) ¢calismamizda incelenen 472 hiicre
arasinda da kayiplarin orani kazanimlara kiyasla daha yluiksektir (Tablo 4). Kayip ve
kazanim olaylarinin sikliklarinin géreli karsilastiriimasi icin bootstrap yéntemi kullaniimisg,
1000 iterasyonda bireylerin ve bunlara ait esit sayida hicrenin rastgele secilmesiyle kayiplar
ve kazanimlar arasindaki fark igin hesaplanarak bir given araligi belirlenmistir. Bu sekilde
hesaplanan %95 glven arali§i kayip olaylarinin gérece sikliginin bu veri setinde anlaml
olmadigina isaret etmektedir (alt limit: -0.0101, Ust limit: 0.0176).

3.2.4.2.1.2 AH ve kontrol bireyler arasinda KSV siklikliginin karsilastiriimasi

472 hucreye ait veriler incelendiginde, saglikli kontrol bireylerle karsilastinidiginda AH
bireylerde sinirh miktarda da olsa daha az KSV olayi rapor edildigi gozlemlenmistir
(Tablo 4). Yukarida rapor edilen regresyon testleri, bu farkin istatistiksel olarak anlaml
olmadigina isaret etmistir. Calismamizin odak konusu oldudu icin bu hipotez parametrik
olmayan bir yontemle de yeniden test edilmistir. Rastgele beklenen KSV sikhigi farki
miktarini, yani sifir dagiimini temsil etmesi icin, bireylerin hastalik durumunu belirten
etiketleri tutan degisken 1000 defa rastgele karilmig, bu iki grup arasindaki rastgele
beklenen ortalama farki temsil eden bir dagiim elde edilmistir (bkz. 2. Bolim). iki grup
arasindaki gercek farkin bu dagihm ile karsilastiriimasiyla ampirik p-degeri p=0.391 olarak

hesaplanmistir (Sekil 13).
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Sekil 13: AH ve kontrol gruplari arasinda gozlenen ve rastgele beklenen KSV olayi sikligi
farklari.

Gri histogram, iki grup arasinda rastgele beklenen farklarin rastgele permuitasyon
yaklagimiyla hesaplanmis dagilimini, yani ampirik sifir dagilimini géstermektedir. Siyah ok

bu dagdilimin ortalama degerini géstermektedir. Kirmizi ok ise gergek farki gdéstermektedir.

3.2.4.2.2 Tim kromozom anoploidiler ile yapilan testler

3.2.4.2.2.1 Kayip ve kazanim andploidi olaylarinin sikliklarinin karsilastiriimasi
Kayip ve kazanim olaylarinin sikliklari batin KSV olaylar ile yapilan testlerde aciklanan
sekilde test edildiginde, iki farkli tir andploidi olayinin goreli sikliklari arasinda anlamh bir

farka rastlanmamistir (%95 given aralgi =-0.0047 , 0.0017 ).

3.2.4.2.2.2 AH ve kontrol bireyler arasinda anéploidi sikliklarinin kargilastiriimasi
Tablo 5'te goruldigu gibi incelenen 472 hiicre arasinda tim kromozom andploidi sikliklar
da AH’de kontrol grubuna kiyasla daha dusuktur. Bu farkin anlamh olup olmadigi yukarida
anlatildigi sekilde rastgele permitasyon yontemiyle test edildiginde, anlamh bir sonug
bulunmamisgtir (p=0.279). Beklenen rastgele siklik farki dagilmi ve gézlenen fark arasindaki
iliski Sekil 14 de gorulebilir.
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Sekil 14: AH ve kontrol gruplari arasinda gozlenen ve rastgele beklenen andploidi olayi
sikhgi farklari.

Gri histogram, iki grup arasinda rastgele beklenen farklarin rastgele permitasyon
yaklagimiyla hesaplanmis dagilimini, yani ampirik sifir dagilimini géstermektedir. Siyah ok

bu dagilimin ortalama degerini géstermektedir. Kirmizi ok ise gergek farki gdéstermektedir.

3.2.5 Teknik guriltiiniin anoploidi tahminleri tizerinde etkisi

Regresyon modeli ile yapilan testler sonucunda tutarli olarak goéruldiglu Uzere KSV
sayisindaki degiskenlik Uzerinde etkisi test edilen faktérler arasinda, dizilenen hcrelerin
degiskenlik degeri cok anlamli bir p-degeriyle yegane basarili tahmin edici olmustur. Eldeki

veri setinde AH-kontrol farki, birey veya beyin bdlgesinin bir etkisi gdzlemlenmemistir.

Bu sonug¢ Uzerine DD ile hicrelerden alinan a) toplam KSV sinyali, b) yalnizca tim
kromozom andploidi olaylari incelenmistir. Bu inceleme, alinan KSV sinyallerinin buyuk
cogunlugunun degiskenlik degeri yiksek hicrelerden geldigini gdstermektedir. Onceki
asamalarda 6rnek sayisini dramatik olarak disirmemek adina asiri siki halde olmayan DD
Ust esigi / gurdlta filtresi 0.5 degerinden 0.45 dederine indirildiginde, hlcreler arasindaki
toplam KSV ve tim kromozom andploidi olaylarinin dagilim ve miktarinin (Tablo 6 ve Tablo
7) literattirde simdiye kadar rapor edilen siklik degerleriye daha tutarl oldugu gérilmektedir.

Bu verilerin, yukarida rapor edilen verilere kiyasla daha az sayida sahte pozitif igerdikleri
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tahmin edilebilir (ama potansiyel olarak daha ylksek sayida sahte negatif de iceriyor

olabilirler).

Ote yandan gurdilti filtresinin sikilastirilmasi sonrasinda veriye (sinyalin asir seyrelmesi ve
algoritmanin yakinsayamamasi nedeniyle) regresyon modeli uygulanamamistir. Asagida
detaylandirilacagi tzere, verinin bu alt grubu igin yalnizca parametrik olmayan test sonuglari

rapor edilmistir.

Tablo 6: Degiskenlik dederi Ust esigi 0.45 olacak sekilde verinin yeniden filtrelenmesi
sonrasi en az bir KSV gdsteren hicrelerin dagilimi

Sinyal veren | Toplam Hiicre
. Yiizde
hiicre sayisi sayisl
AH 10 102 9.8
Kontrol 22 173 12.7
AH + Kontrol 32 275 11.6

Tablo 7: Degiskenlik dederi Ust esigi 0.45 olacak sekilde verinin yeniden filtrelenmesi
sonrasi en az bir tim kromozom andploidi gosteren hicrelerin dagilimi

Sinyal veren | Toplam Hiicre
. Yiizde
hiicre sayisi sayisl
AH 0 102 0
Kontrol 4 173 2.3
AH + Kontrol 4 275 1.5

3.2.5.1 Gurultu filtresi sonrasi bagimh degiskenlerin test edilmesi

GUrdlta filtresinin daha siki hale getiriimesini takiben, kisim 3.2.4.2 de anlatilan parametrik

olmayan testler ayni parametreler ve sirayla yeni filtrelenmis bu veriye de uygulanmigtir.

3.2.5.1.1 Biitiin KSV’ler ile yapilan testler

3.2.5.1.1.1 Kayip ve kazanim KSV olaylarinin sikliklarinin karsilagtiriimasi

Uzunluguna bakilmaksizin batun KSV olaylari ele alindiginda, kayip ve kazanim olaylarinin

sikhigr arasinda anlamh bir farka rastlanmamistir.
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3.2.5.1.1.2 AH ve kontrol bireyler arasinda KSV siklikliginin karsilagtiriimasi
Butun KSV olaylarinin sayilarinda AH ve kontrol bireylere ait hucrelerden gelmeleri
acisindan anlaml bir fark goérdimemigtir (p = 0.752). Beklenen rastgele siklik farki dagilimi

ve gOzlenen fark arasindaki iliski Sekil 15'te gorulebilir.
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Sekil 15: AH ve kontrol gruplar arasinda gozlenen ve rastgele beklenen KSV olayi sikligi
farklari (DD<0.45)

Gri histogram, iki grup arasinda rastgele beklenen farklarin rastgele permuitasyon
yaklagimiyla hesaplanmis dagilimini, yani ampirik sifir dagilimini gostermektedir. Siyah ok

bu dagdilimin ortalama degerini géstermektedir. Kirmizi ok ise gergek farki gdéstermektedir.
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4. TARTISMA VE SONUC

4.1 Bulgularin 6zeti ve degerlendirmesi

Alzheimer Hastaligi hem yasli nifus iginde sikligi, hem de karmasik ve simdiye dek az
anlasilabilmis biyolojik arkaplani nedeniyle son onyillarda ciddi bir arastirma odagi haline
gelmigtir. Bu galismanin amaci da AH vakalarinda somatik KR-KSV’lerin roll olabilecegi
hipotezini test etmektir. AHde bir somatik mutasyon etkisi olup olmadigi, hastaligin erken
teshisi ve/veya hastaliga karsi etkili tedavi yontemleri aranmasi agisindan dnemli bir

sorudur.

Mevcut galismamiza kadar bu konuda pozitif sonu¢ rapor eden calismalar geleneksel
sitometri ve FISH gibi deneysel guriltiye karsi hassas oldugu bilinen yéntemlerle yapiimigtir
(Mosch vd., 2007; lourov vd., 2009; Arendt vd., 2010; Yurov vd., 2014). Simdiye dek tekil
hicre genom dizileme (scWGS) kullanan yegane ¢alisma ise (van den Bos vd., 2016) sinirli
sayida AH ve kontrol bireyin (sirasiyla n=10 ve n=6) ndronlarinda andploidi farki bulamamis
(hatta AH grubunda anlamli olmayan 6l¢lide daha duslk sinyal tespit etmistir). Ayrica s6z
konusu calisma kromozom alti KSV’leri incelememigtir. Dolayisiyla AH'de KR-SKV’nin roli

konusu su ana kadar belirsiz kalmistir.

Calismamiz kapsaminda 10 AH ve 7 saglikli kontrol bireyden, iki farkli yontemle toplam
1190 katiphane olusturulmus ve dizilenmis, bunlar arasindan 472 hiicreye ait veriler kalite

ve gurultd filtrelerini gegebilmistir. Analizimizin sonuglari birkag baghkta 6zetlenebilir.

4.1.1 Dusiik dizileme etkisi

Yayimlanmis veriyle yUratilen similasyon deneyi, andploidi tahmi igin 0.1X yerine 0.01X

derinlikte dizileme verisinin yeterli oldugunu gostermektedir.

4.1.2 LCM ve FACS yontemlerinin karsgilagtirmasi

Calismamizin en 6zgln yani néronlara ait cekirdeklerin iki farkli yontemle toplanmis
olmasidir. Yayimlanmis ¢alismalarda kullanilan standart yéntem FACS iken, bu ¢alismada
bilgimiz dahilinde ilk defa bu islem icin LCM kullaniimistir. Bu ydntem, 6zgin morfolojiye
sahip hlcrelerin boyanmis doku kesitlerinde tanimlanmasi ve 6zel olarak segilebilmelerine
olanak tanimaktadir. Bdylece 0Ornegin kortikal dokuda (uzun baglantilariyla taninan)
piramidal noéronlar ile (kisa baglantilar yapan) internéronlarin ayrigtiriimasi mumkuanddr.
Farkh noéron tiplerinin AH gelisiminde farkli roller Ustlenebileceginden hareketle, beraber

calistigimiz Leipzig ekibi LCM kullanarak piramidal néronlara odaklanmaya karar vermistir.
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Ayrica bir tir i¢ kontrol olarak incelenen bireylerden birine ait doku érneklerinden néronlar

FACS yontemiyle de ayristiriimistir.

Elde edilen verilerin analizi ve dediskenlik degeri (DD) adli glrdltd élglsundn iki yontemle
toplanan hicreler arasinda karsilastirimasi, LCM ile toplanan hcrelerin FACS ile
toplananlardan anlamli  dlgiide daha gOrultdli  oldugunu gdstermistir. Bu durum,
calismamizdaki hicrelerde genel olarak literatirde yayimlanan rakamlara gére DD’nin daha

yuksek olmasini da agiklamaktadir.

iki ydbntem arasindaki farkin sebebi kesin olarak bilinmese de, LCM’de gevre hiicrelere ait
parcalarin kesilen doku pargasina karismasi ihtimali mantikh gézikmektedir. LCM ile
toplanan cekirdeklerde mitokondriyal DNA oraninin FACS ile toplananlara kiyasla yuksek
oldugu yénindeki gézlemimiz (bu bulgu sunulmamistir) bu tahmini desteklemektedir, zira

cekirdek icinde mitokondriyal DNA beklenmemektedir.

Bu sonug¢ aslinda deney dizayninda bir soruna da isaret etmektedir. Eger iki yontemin
kargilastirildigr  dizileme deneyleri, pilot deneylerin pargasi olarak ilk asamada
gerceklestiriimis olsaydi, deneylerde agirlikla FACS kullanilabilir ve toplamda daha temiz
veri Uretilebilirdi. Ancak igbirligi yaptigimiz Alman grup deneyde LCM kullanimi konusunda
Israrct olmus ve prokoli gézden gecgirme dogrultusundaki 6nerilerimizi kabul etmemigtir.
LCM’in kendisi disinda deneysel ¢galismalarda kullanilan DNA izolasyonu veya PCR ile DNA
yukseltgeme protokolleri literatlirdekilerle benzerdir. Bu islemlerin verilerde ek gurilti

yaratmis olmasini beklemiyoruz.

Yine de Ozellikle PCR’nin gurdltt yaratma potansiyelinin yuksek oldugu not edilmelidir. DNA

izolasyon ve PCR kosullarinda ufak farklar, veride gurultaya artirabilir.

4.1.3 KSV ve anoploidi sikliklari

Analizimizin sonraki asamalarinda, dizilenen katiphanelerin literatirdekinden daha yiksek

guraltdlt oldugu hesaba katilarak, gurtltd degeri bir teknik faktér olarak analize katiimistir.

ilk olarak en genis DD esigini gegen, 10 AH ve 7 kontrol bireye ait toplam 472 hiicre iginde
KSV orani %21, andploidi orani ise %7 civarindadir. ilk rakam icin literatiirde genis bir aralik
mevcuttur, ancak farkli calismalar farkli uzunluklarda KSV’lere odaklanabildikleri igin,
rakamlari karsilastirmak kolay degildir. Yine de Knouse ve arkadaslarinin (2016), burada
kullanilana benzer bir hesaplamali is hatti kullanarak farkli veri setlerinde %9 ila %17
arasinda >3 megabaz boyunda KSV rapor etmislerdir. Mevcut tahminimiz bu araligin
disindadir ama ¢ok uzaginda degildir. Ayrica DD<0.45 ek filtresi verilere uygulandiginda,

kalan 275 hicre iginde KSV oraninin %12’ye dustiga goéridlmektedir. Bu oranin daha
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gerceke¢i oldugu tahmin edilebilir. S6z konusu 32 vaka, tek basina istatistiksel analiz igin

fazla dardir.

Calismamizda tahmin edilen toplam andploidi orani (yaklasik %7) literatirdeki oranlarin
(genelde %1 veya daha duslk) cok Uzerindendir. Ancak DD<0.45 ek filtresi ile bu oran
%1.5’a digsmektedir. Tim kromozom andploidi vakalarinin DD korele olmasi igin bir sebep
olmadigina goére (¢unkd DD kromozom iginde hesaplanmaktadir), %7 oraninin blyuk dl¢ide
sahte pozitif sonug icerdigi tahmin edilebilir. Gergek oran muhtemelen %1.5’a yakin, hatta
belki daha dusuktar.

4.1.4 KSV ve anoploidi sikligi dagilimini etkileyen faktorler

KSV ve andploidi sikliklarinin dagilimlari incelendiginde, kullanilan her iki DD degeri
esiginde kontrol bireylerde goérilen vaka oraninin, AH vakalarina gore >%10 daha fazla
oldugu goruimustir. Ote yandan bu fark ne parametrik ne de parametrik olmayan analizlerde
anlamh bulunmamistir. Bu sonug, van den Bos ve arkadaslarinin (2016) rapor ettikleri

bulgularla uyumludur.

Kromozom ve beyin bdlgesi de KSV ve andploidi dagilimi Gzerinde anlaml etkiye sahip

g6zikmemektedir. Yegane anlamli etki DD olarak bulunmustur.

Veride higbir biyolojik faktoriin anlamli sonu¢ gostermemesi verilerimizde teknik guiraltinun
yuksek olmasina ve sahte pozitif ve negatiflerin yogunluguna baglanabilir. Ancak van den
Bos ve arkadaslarinin (2016) sonuglari ile beraber degerlendirildiginde su g¢ikarimi
yapabiliriz: AHde saglikl kontrollere gére KSV / andploidi sikhdr muhtemelen sitometri ve
FISH deneylerinde rapor edilen kadar ylksek degildir; bir ihtimalle AH’ye 6zgu bir fark dahi

mevcut degildir.

4.2 Gelecek galigmalar

Calismamiz AH'de hicreler arasi somatik varyasyonu inceleyen, yeni bir deneysel yontem
ve buna uygun hesaplamali bir is hattt kullanan &zgin bir analiz olmustur.
Kendi ekibimiz calismay! su sekilde sirdurecektir: Burada sunulan analizlere ek olarak,
yayimlanmis tim néronal scWGS verilerinin (6r. McConnell vd., 2013; van den Bos vd.,
2016; Knouse vd., 2016) de ayni is hattindan gegiriimesi suretiyle bir meta-analiz
yuruttlecektir. S6z konusu analiz kapsaminda (¢ok daha fazla hicrenin analiz edilmesi
mdmkin olacadi igin), somatik KSV ve andploidinin kokenlerine dair (6r. kromozomal

lokasyon veya esey hatti mutasyonlariyla 6rtisme) daha fazla biyolojik analiz yapilmasi
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mUmkin  olacaktir. Bu calisma en yakin zamanda makalelestirilecektir.
Sonuglarimiz, alanda ydritlilecek baska calismalar igin iki yénden yol agici olacaktir.
Birincisi, tekil hicre dizileme g¢alismalari icin, tim cazibesine karsin LCM yerine FACS daha
kullanigh bir ara¢ olarak gézikmektedir - en azindan su an igin. Bu, alan igin énemli bir
bilgidir. Genel olarak bundan sonraki calismalarda teknik gurultilyu azaltacak yontemlerin
tercihi 6nemli gorinmektedir. PacBio ve Oxford Nanopore gibi Gg¢lnci nesil dizileme
yontemleri, PCR asamasini atlamalari sayesinde, bu acidan faydali olabilir.
ikincisi, bulgularimiz 1s1§inda AH’de KSV'nin rolii yerine, epigenetik degisimlere veya mikro
DNA mutasyonlarina odaklanmanin daha etkili bir yol olacagi gorulmektedir. Bu tip
calismalarda tekil hicre RNA-dizileme deneyleri ve ugunclu nesil dizileme uygulamalari

kullanilabilir.
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