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Oz

Timor i¢i genomik heterojenlik kanserlerde sikga karsilasilan bir durumdur. Normal sartlarda her bir hiicrede her bir
genin iki kopyast vardir ve bazi istisnalar diginda organizmanin farkli hiicreleri ayni DNA dizisini tagir. Kanser
hiicrelerinde ise gerek mutasyonlar sonucu gerekse de DNA silinmeleri ve eklenmeleri sonucu bu diizenli yap1 karmagik
ve heterojen bir yapiya doniisiir. Bu genetik heterojenligin sebebi ve timdr olusumundaki rolii, genetik veri iiretebilme
teknolojilerindeki geligmeler 1s1§inda son zamanlarda c¢okga calisilan 6nemli bir problemdir. Ayni1 timdrden elde
edilmis yiiksek ¢oziiniirliiklii homojen numuneler, heterojenligi anlamak igin yapilan ¢alismalarda biiyliik énem arz
etmektedir. Gerek kanser dokusuna erisimdeki zorluklar, gerekse de finansal limitler boyle yliksek ¢oziiniirliiklii veri
setlerinin elde edilmesi Oniinde engel olusturmaktadir. Glioblastoma multiforme teshis sonrasi ortalama yasam siiresi
yaklasik on bes ay olan, en sik goriilen ve en agresif beyin tiimoriidiir. Bu ¢alismada bir glioblastoma hastasindan alinan

detayli homojen ve heterojen numuneler kullanilarak elde edilmis yiiksek ¢oziiniirliiklii bir veri seti incelenip, yapilan
analizler sunulacaktir.
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Analysis of Homogeneous Glioblastoma Samples with High-Resolution Genomic
Technologies

Abstract

Intra-tumor genomic heterogeneity is a common feature in human cancers. Normally, there are two copies of each gene
in a cell and all cells of an organism carries the same DNA sequence despite some exceptions. With mutations and
copy number changes in cancer , this well-defined structure is impaired and transformed into a chaotic structure. Cause
of these transformations and their role in tumor development and maintenance is an important problem of oncology.
Recent technological improvements allow generation of high-resolution genomic data which can be utilized to address
this problem. Obtaining high-resolution homogeneous samples that are obtained from a single cancer is critical to study
intra-tumor genomic heterogeneity. Both experimental and financial limitations create difficulties in obtaining detailed
data sets that includes such samples. Gioblastoma multiforme is the most common and most aggressive brain tumor
with a median survival of fifteen months post diagnosis. In this manuscript, analysis results of a data set that includes
high-resolution homogeneous and heterogeneous samples from a glioblastoma patient will be presented.
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1. GIiRiS sadece dis goriiniimde kalmaz. Mutasyonlar sonucu
normal sartlarda tiim hiicrelerde aym1 kalmasi gereken
genetik  harita  heterojenlesirken  Gzellikle DNA
metilasyonu gibi hiicre i¢i fonksiyonlar1 direk etkileyen
epigenetik profillerde de heterojenlesme gézlemlenmistir
[1]. Kanser dokusundaki bu heterojenlesme kanser tanisi
ve tedavisi adma biiyiikk zorluklar1 da beraberinde
getirmektedir. Tami igin kullanilan biopsiler bir¢ok

Yasami devam ettirecek viicut fonksiyonlari ancak
dokularin ve dokulart olusturan hiicrelerin birbiri ile
uyumlu ¢alismasi ile elde edilebilir. Saglikli dokularda
gozlemlenen morfolojik ve yapisal diizen bu uyumlu
calismayr saglayan temel unsurlardan bir tanesidir.
Kanserle birlikte bu diizen kaybolur ve hiicreler heterojen
ve daginik bir sekilde goriintiilenirler. Bu diizen kaybi
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zaman heterojen bir tiimoriin ¢ok kiigiik bir kismini
temsil etmektedir ve yamiltic1 olabilmektedir. Isin tedavi
boyutunda ise heterojenlik kanser hicreleri i¢in korunma
kalkani olabilmektedir. Uygulanan herhangi bir tedavi
kanser hiicrelerinin ¢ok Dbiiyiik bir ¢ogunlugunu
Oldiirebilse bile heterojen yapidan dolay1 tedaviye
direngli hiicreler bulunabilmekte ve bu dayanikli hiicreler
kisa zamanda c¢ogalarak kanserin tekrar etmesi ile
neticelenmektedir [2].

Tumor ici heterojenlik tespitleri ve bu konudaki ilk
calismalar 19. yiizyilda baglamustir [3]. 20. ylizyilda ayni
timor igindeki farkli klonlara ait farkli hiicrelerin gerek
metastaz potansiyeli, gerekse de tedaviye dayaniklilik
acisindan  farkli  ozellikler  gosterdigi  deneylerle
gosterilmistir [4-7].

Yakin zamanda, tek hiicre siralamasi (single cell
sequencing) gibi modern genomik teknolojiler
kullanilarak ~ gogiis kanseri [8], bobrek kanseri [9],
akciger kanseri [10] gibi temel kanser tiplerinde tumor
ici heterojenlik caligmalar1 yapilmis, 6zellikle pediatrik
timorler icin timdr ici heterojenlik seviyesi ve timor
agresifligi arasinda pozitif korelasyon gosterilmistir [11].
TiUmor ici heterojenlik ile ilgili onemli ¢alismalar ve
bunlarin tedavi ile ilgili potansiyel etkileri i¢in yakin
zamanl derleme makalelerine [12] bagvurulabilir.

Glioblastoma multiforme (GBM) en sik teshis edilen ve
en agresif beyin kanseridir. Bu kanserde ameliyat sonrasi
tiimdriin tekrar niiks etmesi kagmilmazdir ve ilk teshis
sonrasi kalan yasam siiresi ortalama on bes aydir [13,
14]. GBM dengesiz dagitilmis nekrotik odaklar, hiper-
hiicresel bolgeleri ve yiiksek miktarda damar olusumu
gibi fenotipik ozellikler daha distik seviyeli
gliomalardan ayrilir ve hastalik ismindeki “multiforme”
nin de isaret ettigi gibi yiiksek seviyede morfolojik
heterojenlik sergiler [15].

ile

20. ylzyildaki genetik ¢alismalar bu morfolojik
heterojenlige paralel olarak, tiimor i¢i hiicrelerin genetik
profillerinin de heterojen oldugunu ortaya koymustur

[16]. 21. yiizy1l ile beraber ozellikle insan genomu
projesi sonrasit genomik veri {iretme teknolojileri
gelismis, bu  teknolojilerin  GBM  tiimdrlerine
uygulanmas1 sonucu ylksek seviyeli tumor ici

heterojenlik ortaya konmustur [17-20].

Bu caligmalar beyin kanserlerinde yiiksek evrelerde daha
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fazla tiimor i¢i heterojenlik oldugunu gostermis [21, 22]
ve GBM dzelinde daha heterojen tiimorlerin daha kotu
bir seyir izledigini ifade etmistir [20].

Timor i¢i heterojenlik ¢alismalart farkli yaklasimlarla
yapilabilmektedir. Bunlardan ilki yeni nesil yuksek
¢Ozlniirliikli siralama teknolojisinin timdérden alinan tek
ornek tizerinde uygulanmasidir. Bu teknolojiler 6rnekteki
DNA veya RNA'nin kiiciik pargalara boliiniip (30-300
niikleotid) bu pargalarin okunmasi ve referans genoma
yerlestirilip Ornegin referans genomla farkliliklarin
belirlenmesine dayanir.

Her bir DNA bolgesi ¢cok defa okundugu icin 6rnekteki
herhangi bir DNA bdlgesi heterojense (mesela hiicrelerin
yarist referans genomla ayni yaris1 farklt ise) bu o
bolgedeki okumalara da yansiyacaktir. Bu okuma farklar
kullanilarak heterojen bolgeler ve mutlak kopya sayilari
(normalde her genin iki kopyasi olmasi gerekir ama
kanser dokusunda degisiklikler olabilir) tahmin edilebilir
[23-25]. Tek ornek kullanildigi i¢in nispeten ucuz ve
kolay olan bu yontem birgok calismada kullanilmistir
[12, 26]. Fakat elde edilen sonuglarin ne kadar dogru
oldugu detayli olarak ¢alisilamamustir ve bu durum bizim
bu makalede kismen de olsa cevaplandirmaya
calisacagimiz 6nemli bir eksikliktir.

Bir tiimoérden alinan farkli ornekleri karsilastirmak
heterojenlik konusunda fikir vermek admna kullanish
alternatif bir yaklagimdir. Fakat ilk metodda oldugu gibi
orneklerin herbiri ¢ok miktarda heterojen hiicre igerdigi
icin elde edilen veri bu hiicre profillerinin ortalamasi
olmaktadir. Dolayisi ile heterojenlik ve mutlak kopya
sayilar1 admma kesin kanaat verememektedir. Alternatif
olarak tek bir hiicrenin profilini incelemek igin tek hiicre
bazli siralama teknolojileri (single cell sequencing)
kullanilabilir fakat giiniimiizde bu teknolojiler (6zellikle
amplifikasyon isleminden otiirii) giivenilir yiliksek
¢ozUnarlukla bilgi verememektedirler.

Biz bu ¢aligmamizda heterojenligi analiz etmek i¢in bir
GBM hastasindan alinan  orneklerden  laboratuar
ortaminda cogaltilabilen heterojen ve homojen hiicre
hatlarin1 kullandik. Homojen hiicre hatlari, heterojen
hiicre hatlarindan tek hiicreler alinarak ve bu tek
hiicreleri  ¢ogaltarak  analiz  edebilecek  miktara
ulagtirilarak olusturuldu. Béylece ayni heterojen tlimor
orneginden elde edilmis yiiksek ¢oziiniirliiklii homojen
orneklere ulasildi. Bu homojen ornekler bize mutlak
kopya sayilar1 ve herhangi bir mutasyonun kopyalarin ne
kadarinda gozlemlendigi hakkinda detayli ve yeni
bilgiler sundu. Makalenin geri kalaninda 6nce teorik bir
altyap1 gelistirip sonra gozlemleri teorik beklentiler ile
karsilastiracagiz.
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2. MALZEME VE YONTEM

2.1 Yeni Nesil Dizileme Verisi

Orneklerden elde edilen DNA, Ambry Genetics
firmasia gonderildi ve yeni nesil siralama teknolojisi ile
fastq dosyalarina donistiiriildi. Elde edilen okuma
segmentleri insan genomuna(hgl9) yerlestirildi
ornekler igin 40x ile 100x arasi ortalama okuma derinligi
elde edildi. Mutasyonlar1 belirlemek icin yaygin olarak
kullanilan algoritmalar1  birlestirerek iki bagimsiz
sistem(pipeline) gelistirdik ve analizlerimizde sadece iki
sistemin de buldugu mutasyonlar1 kullandik. Birinci
sistem okumalar1 yerlestirme icin BWA/GATK
(http://bio-bwa.sourceforge.net/,
https://software.broadinstitute.org/gatk/) algoritmalarini
ve mutasyon kesfi igin Mutect
(http://archive.broadinstitute.org/cancer/cga/mutect)
algoritmasmm1 ~ kullandi.  Ikinci sistem  okumalari
yerlestirme icin NovoAlign
(http://lwww.novocraft.com/products/novoalign/)
algoritmasini mutasyon kesfi icin
Varscan2(http://varscan.sourceforge.net/)  algoritmasini
kullandi. Mutasyon oranlari ilk metod kullanilarak elde
edildi.

Ve

Ve

2.2 Kopya Sayis1 Verisi

Kopya sayisi i¢in Affymetrix Human SNP array 6.0 and
CytoScan® HD array mikrodizi teknolojisi kullanildi.
Hazirlanan DNA (QIAamp® DNA kit (Qiagen,
Germany) ) mikrodizi Greticisinin tavsiyelerine uygun
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sekilde hibridize edildi, Affymetrix GeneChip® Fluidics
Station 450 cihazi kullanilarak renklendirildi ve
GeneChip® Scanner 3000 7G cihazi ile okundu.
Olusturulan CEL dosyalar1 Partek Genomics Suite
kullanilarak analiz edildi ve herbir mutasyon icin
kullanilacak kopya sayis1 verileri olusturuldu.

3. BULGULAR

3.1 Homojen bir érnekte nasil bir kopya numarasi ve
mutasyon oran goézlemlenir?

Insan hiicrelerinde birisi anneden birisi babadan gelmek
iizere herbir kromozomun (istisnalar haric) iki kopyasi
vardir. Kanser hiicreleri DNA’sinda ise kopya sayisi
degisimi ve mutasyon olmak {izere iki temel
transformasyon gozlemlenir. Normalde iki olan kopya
sayisi kromozomun tamaminin veya bir bdlimiiniin
silinmesi ile bir veya sifira diisebilir ya da duplikasyonlar
neticesi li¢ veya daha fazlaya ¢ikabilir. Genomik
teknolojiler ile DNA’nin farkli bolgelerine ait kopya
sayist belirlenebilmekte, bizler de bu temel tanimlar
kullanarak homojen bir érnekteki kopya sayisi profilini
simiile edebilmekteyiz. Bu caligmada da kullandigimiz
platformlardaki teknik hata paylarini temsil edecek
rasgele kaymalar (uniformly distributed random noise)
da ekleyerek bu simiilasyonlar1 yaptik. Kanserli bir
dokuda beklenilen kopya numarasi profili Sekil 1A’da da
gozlemlenebilecegi lizere, DNA nin biiyiik kismi saglikli
durum olan iki kopya sayisini muhafaza eder. Ancak
silinme veya artma sonucu bazi bolgelerde degisen kopya
farkli katmanlar olusturur.
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Sekil 1. Homojen bir tiimor drnegine ait (A) simiile edilmis kopya sayisi verisinin histogrami (B) simiile edilmis
mutasyon orani verisinin histogrami.

Mutasyonlar sonucu tekli niikleotidler (A-G-C-T)
degiskenlik gosterir; mesela normal hiicrelerdeki A’nin
timérde C olmasi gibi. Mutasyon oranmni &rnekteki

65

okunan kopyalarin ne kadarinin mutant oldugu olarak
tanimliyoruz. Mesela iki kopyali bir DNA bdlgesinde bir
kopya mutant bir kopya normal ise mutasyon oran 0.5
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dir. Eger iki kopya da mutant ise mutasyon orani 1.0 dir.
Kanserli homojen bir dokuda beklenilen mutasyon oran
profili  Sekil 1B’de  gozlemlenebilir. Sekilde
gozlemlendigi lizere mutasyonlarin ¢ogu DNA’nin iki
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kopyasinin birinin degismesi sonucu olusur ve mutasyon
orant 0.5 bolgesinde kiimelenir. Eger mutasyon olan
bolgede tek DNA kopyast varsa (digeri silindiyse)
mutasyon orani 1.0 olur.
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Sekil 2. Kopya sayisi ve mutasyon oran iligkisini gosteren dagilim grafigi (scatter plot). Her bir daire bir mutasyona
isaret eder. X-aksisi kopya sayisini, y-aksisi mutasyona ait oran gosterir.

Calismamizin bir sonraki asamasinda kopya sayist ve
mutasyon orani profillerini birlestirdik. Sekil-2’de her bir
mutasyon i¢in x aksisine kopya sayisini, y aksisine
mutasyon oranmi yerlestirdik. Kopya sayilart homojen
bir 6rnekte tam sayilar olmalidir. Bu sebepten x aksisinde
tam sayilarda katmanlar goriiyoruz. Mutasyon oranlari bu
katmanlar iginde belli bolgelerde kiimeleniyor. Mesela
kopya sayist1 ii¢ olan bdlgede sadece bir kopya mutantsa
mutasyon orani 0.33, iki kopya mutantsa mutasyon orani
0.66, ¢ kopya da mutantsa mutasyon orani 1.0 civarinda
g6zlemleniyor.

3.2 Hastadan Elde Edilmis Kanser Orneginden Elde
Edilen Sonuglar

Simiile edilmis verilerle glinimiiz genetik kabiillerine
gore olusturulmus beklentileri ifade ettikten sonra, bu
kisimla birlikte gergek kanser hicreleri {izerine
yaptigimiz analizlere geciyoruz. Bundan bir kag yil 6nce,
NIH
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(National Institutes of Health, Bethesda, MD, USA)
biinyesindeki bir proje kapsaminda bir GBM hastasi
6lmeye yakin hastaneye yatirildi ve 6liir 6lmez tiimoriin
farkli bolgelerinden ornekler alindi [27]. Kanser igi
heterojenligi calismak i¢in her bir 6rnekten heterojen ve
homojen hiicre hatlart olusturuldu ve herbir 6rnekteki
herbir mutasyon igin kopya sayis1 ve mutasyon oOrani
verilerini  meydana  getirildi. Hasta  6rneklerini
inceledigimizde, elde edilen verinin simiilasyonlardan
oldukga farkli oldugunu goriildii (Sekil 3). Gerek kopya
sayisinda gerekse de mutasyon oraninda birbiri ile
ayrilmis net katmanlar gorillememesi bize Ornegin
olduk¢a heterojen hiicre gruplarindan olustugunu ifade
etti. Bunu destekleyen baska bir delil de 0.2-0.4
araliginda gozlemlenen farkli mutasyon oranlari oldu. ilk
asamada bu mutasyonlar1 ornek icindeki hicrelerin
sadecebir kisminda bulunan heterojen mutasyonlar olarak
nitelendirdik.



M BAYSAN

- 38
3
LY
I I 12
|-I 2 i 4 5 %

Kopya Sayisi

(A) (B)

II||||‘||III|!!-- = =
[} [ o8 10

Mutasycn Crani

Academic Platform Journal of Engineering and Science 6-2, 65-71, 2018

Mutasyon Orani

182
Kopya Sayisi

(©)

238

Sekil 3. Hastadan alinan T6 bolgesi i¢in (A) kopya sayis1 ve (B) mutasyon orani verilerinin histogramlari. (C) bu
verilerin birlestirilmis halinin dagilim grafigi (scatter plot). (C)’de Herbir isaret bir mutasyona isaret eder.

3.3 Heterojen ve Homojen Hiicre Hatlar ile Tlgili
Sonuglar

Bu boliimde hiicre hatlar1 ile elde ettigimiz sonuglari
sunacagiz.  Yukarida hasta  Orneginden
oOlugturulan hiicre hattini ettigimizde kopya

sunulan
analiz
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sayisinda 2, 2.5, 3 bolgelerinde bir toplanma (Sekil 4A,
4C) ve birgok homozigot mutasyon (Sekil 4B, 4C)
gozlemlendi. Bu sonuglar hiicre hattinin hasta tiimdriine
gore daha homojen olduguna isaret etti. Obiir yandan
ozellikle Sekil 4C’de net ayrigmalar goéremememiz
heterojenligin kismen muhafaza edildigini gosteriyordu.
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Sekil 4. T6’dan olusturulan hiicre hatti i¢in (A) kopya sayisi ve (B) mutasyon orani verilerinin histogramlari. (C) bu
verilerin birlestirilmis halinin dagilim grafigi (scatter plot). (C)’de Herbir isaret bir mutasyona isaret eder.

Daha once ifade edildigi gibi olusturulan hiicre
hatlarindan, tek bir hiicre secilip analiz i¢in gerekli
miktara ulasincaya kadar gogaltilip homojen hiicre hatlari
elde edildi. Bu homojen hiicre hatlar1 analiz edildiginde
cok ilging sonuglar elde edildi (Sekil 5). Oncelikle kopya
sayisinda 13,2 ve 2.8 civarinda {i¢ temel band
gozlemlendi. Oncelikle genel kabul cergevesinde; bu g
bandin 1, 2 veya 3 kopya sayilarina isaret ettigini
diistindiik. Fakat mutasyon oranlari ile birlestirdigimizde
(Sekil 5C) bu bandlarm net bir sekilde 2,3 ve 4 kopyaya
isaret ettigini gorildii (1.3 kopya sayis1 bandinda
mutasyon oranlar1 0.5 ve 1 alaninda kiimelenmis, 2 kopya
sayisi bandinda mutasyon oranlart 0.33, 0.66 ve 1
alaninda kiimelenmig, 2.8 kopya sayisi bandinda
mutasyon oranlart 0.25, 0.5 ve 1 alaninda kiimelenmis).
Kullandigimiz ¢iplerde kanser hiicreleri ve normal
hiicrelerden esit miktarda DNA karsilastirilarak sonuglar
elde edilmektedir. Ortalama kopya sayisinin iki olacagi
genel olarak kabul edildigi i¢in bizde simiilasyonlarda
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boyle sonuglar elde etmistik. Fakat analiz edilen homojen
ornekte ortalama kopya sayisi ii¢ oldugu i¢in bu iki bantta
gozlemlendi (mesela analiz ettigimiz Ornekte ortalama
kopya 5 olsaydi, gergekte 5 kopya sayist olan bolgeler
veri Ureten algoritmadaki normalizasyon sonucu ortalama
2’ye denk gelecek sekilde kaydirilacak ve 2 bandinda
gozlemlenecekti). Kopya sayilarmin ortalamasinin 3
olmasi, literatiire alternatif ilging bir sonugtu buna ek
olarak kopya sayilarinin 2, 3, ve 4 kopya sayilar1 arasinda
birbirine yakin sekilde dagilmasi kanser hiicresinde farkli
DNA bolgelerinin kopya sayilari acgisindan yiiksek
heterojenlik gosterdigini ifade etti.

Bunlara ek olan farkli bir gozlemse 3 ve 4 kopya sayisi
olan bdélgelerde mutasyon oranlarinin dengeli bir sekilde
dagilmadig1 oldu. Kopya sayist 3 olan bolgelerde 0.33
mutasyon oranm 0.66 mutasyon oranina gore daha fazla
gozlemlendi. Benzer sekilde kopya sayisi 4 olan
bélgelerde 0.25 ve 0.5 mutasyon orani 0.75 mutasyon
oranma gore daha fazla gozlemlendi. Bu gdzlemler
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mutasyon tasimayan kopyalarn mutasyon tasiyan
kopyalara gore daha fazla oldugunu ve muhtemelen
mutasyonlarin negatif bir segime tabi tutuldugunu

gosteriyordu.
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Sekil 5. T6’dan olugturulan homojen bir hiicre hatt1 i¢in (A) kopya sayisi ve (B) mutasyon orani verilerinin
histogramlari. (C) bu verilerin birlestirilmis halinin dagilim grafigi (scatter plot). (C)’de Herbir isaret bir mutasyona

isaret
3.4 K-means Gruplama

Homojen hiicre hattinda gorsel olarak teorik profile
benzer bir profil elde ettikten sonra, homojen ve
heterojen Orneklerde k-means gruplamasi yaptik. Bu
gruplamada amacimiz, teorik olarak bildigimiz gruplarin
veri lizerinden pratikte tespit edilip edilemeyecegi idi. K-
means gruplamasinda iki farkli veri tipi kullandigimiz
icin

TEMC23 K-maans Gruplamasl (Sahir Diogu Masafe Clcumu)

% , * - r}'"p % | ..

i £ § oexml A B

in by .- :
(A) (B)

T& Hucre Hatll K-means Gruplemasi (Senir Blogu Mesafe Cloumu)

eder.

sehir blogu (city block) mesafe Ol¢timiinii tercih ettik.
Ideal grup sayisin1 bulmak icin 5-15 araligindaki tiim
sayilarla k-means algoritmasini ¢alistirdik ve en az
Davies Bouldin skorunu veren grup sayisini tercih ettik.
Bu say1 homojen hiicre kiiltiiri i¢in 8 (T6MC23, Sekil
6A), heterojen hiicre kaltirl igin 13 (T6poly, Sekil 6B)
ve hastadan alinan 6rnek i¢in 9 (T6T, Sekil 6C) olarak
elde edildi.

T6 Hasta Omagi K-maans Gruplamasi (Sehir Biogu Masafa Olcumu)

Mutnsyon Frakunsi

©)

Sekil 6. T6 homojen hiicre hattt (A), T6 heterojen hiicre hatt1 (B) ve T6 hasta 6rnegi (C) verileri i¢in k-means
gruplamasi uygulanmis kopya sayis1 ve mutasyon frekansi (orani) profilleri. Herbir isaret bir mutasyona isaret eder ve
mutasyonlar gruplamalara gore renklendirilmistir.

Homojen bir hiicre hatti i¢in yukaridaki gozlemleri
yaptiktan sonra, farkli homojen hiicre hatlarinda bu
gozlemlerin gecerli olup olmadigimi sorguladik. Sekil
7’de iki homojen hiicre hattin1 karsilastirdik ve kopya
sayist ve mutasyon orani profillerinin benzer oldugunu
gozlemledik (Sekil 7A,7B). Sekil 7C’de ayni iki drnekte
ortak goriilen mutasyonlar: ¢izgiler ile birlestirdik. Bu
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cizgiler bircok mutasyonun farkli 6rneklerde  farkli
bandlarda oldugunu gosterdi. Mutasyonlar sadece
silinme ve ¢ogalma gibi kopya sayist degisimleri sonucu
bant degistirebilir. Dolayist bu
degisimler bu kanser hiicrelerinin olduk¢a dinamik bir
DNA kopya sayisi yapisi oldugunu gosterdi.

ile Ornekler arasi
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Sekil 7. T6’dan olusturulan iki homojen hiicre hatt1 i¢in (A) kopya sayisi ve (B) mutasyon orani verilerinin
histogramlar1. (C) bu verilerin birlestirilmis halinin dagilim grafigi (scatter plot). (C)’de Herbir isaret bir mutasyona
isaret eder ve ayni mutasyonlar ¢izgi ile birlestirilmistir.
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10 Milyon Bazlik DNA Pencereleri

Sekil 8. 10 milyon bazlik DNA pencereleri i¢in ortalama kopya sayilari (A) pencerelerin histogram formatinda
gosterilmis hali (B) pencerelerin genomdaki siraya gore x-ekseninde siralanmig hali
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3.5 Genel Kopya Sayilar

Bu asamaya kadar mutasyonlarin sahip oldugu kopya
sayilar1 lizerine yogunlastik ve mutlak kopya sayilarini
belirledik. Bu bdliimde homojen kanser 6rneginin genel
DNA profilini inceleyecegiz. Bu amag¢ dogrultusunda
DNA’y1 her biri 10 milyon bazlik 300 civarinda
pencereye boldik. Homojen bir drnek (T6MC23) icin
herbir bolgenin ortalama kopya sayisin1i elde ettik.
Ortalama kopya sayilar1 da daha onceki analizlerimize
benzer sekilde mutlak kopya sayisi 2,3 ve 4 olacak
sekilde {i¢ bantta toplandi (Sekil 8A). Buna ek olarak 2,3
ve 4 kopyali bolgelerin genom i¢inde heterojen (farkli
kopya sayilari bircok kromozomda dagilmis sekilde
gozlemleniyor) sekilde dagildigini gozlemledik (Sekil
8B).

4. DEGERLENDIRME VE SONUC

Genetik alanindaki teknolojik gelismeler sayesinde
yiksek  cozunlrluklti  veriler  makul  fiyatlarla
iiretilebiliyor. Bu yeni verilerden faydali sonuglar elde
edilmesi, ancak verimli analiz metodlarinin gelistirilmesi
ile miimkiin. Analiz metodlar1 dizayn ederken belli
onkabuller kullanmamiz gerekiyor. Bu onkabullerin
secimi analiz sonuglarimi direk etkileyen 6nemli bir
mesele. Bu secimler yapilirken, cogunlukla genetik
bilimi  literatiirinde  siklikla ~ kullanilan  fakat
ispatlanmamig temel anlayislar kullaniliyor. Dolayisiyla,
yeni veriler 151¢inda bu temel anlayislarin dogrulugunun
test edilmesi, ¢alisilmasi gereken dnemli bir problem.

Kanser hicrelerinde silinme ve duplikasyonlar sikc¢a
gozlemlenen olaylardir. Bununla beraber genel profilde
kanser hiicrelerinin saglikli hiicrelerdeki iki kopyali
yapiy1 devam ettirdigi kabul edilir ve analizler buna gore
yapilir. Genel profilde degisim olabilecegini iddia eden
caligmalar ise degisimin homojen olacagini yani kopya
sayisinin toptan iige veya dorde cikacagi kabulil iizerine
caligirlar. Mesela [28] kanser DNA’sinin homojen olarak
artist On kabulii iizerine yapilmis bir c¢aligmadir. Bu
calismamizda yeni nesil siralama teknolojilerini, tek
hicreden elde edilmis homojen kanser orneklerine
uyguladik ve olduk¢a ilging sonuglar eclde ettik.
Inceledigimiz kanser hiicrelerinin ortalama ii¢ kopya
sayisina sahip oldugunu ve farkli bélgeler arasinda biyiik
heterojenlik oldugunu goézlemledik. GBM’lerin genetik

yapist  ve genetik stabilitesi, bu timdr icin
gelistirecegimiz tedaviler icin g0z ontinde
bulundurmamiz gereken oOnemli unsurlar ve elde

ettigimiz sonuglar bu unsurlar adina genel kabulleri
degistirebilecek veriler sunuyor. Gozlemlerimiz detayli
calistigimiz bir GBM tuimadrine dayanmakta. TUmaor icin
olusturdugumuz farkli homojen hiicre hatlarinda benzer
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gozlemler  yaptik, dolayist ile  sonuglarimizin
dogruluguna giiveniyoruz. Fakat tiim Ornekler tek bir
hastadan geldigi icin genellemeler yapamiyoruz. Bu
genellemeler igin farkli tiimérlerin analiz edilecegi
kapsamli ¢aligmalar gerekiyor.
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Bu calismada kullanilan verilerin {iretimine ve yapilan
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