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ÖZET 

Yüksek Lisans Tezi 

Akciğer Kanserinde Moleküler Tedavi Hedeflerinin Saptanması Amaçlı Ve Yeni Nesil 

Dizileme Tabanlı Tanı Kiti 

Tevfik Hatipoğlu 

Ankara Üniversitesi Biyoteknoloji Enstitüsü 

 

Prof. Dr. F. Ajlan Tükün 

 

Akciğer kanseri tüm dünyada kanser nedenli ölümler arasında erkeklerde birinci kadınlarda 

ikinci sırada yer almaktadır. Her yıl dünya genelinde yaklaşık 1,5 milyon ölüme neden 

olan akciğer kanseri küçük hücreli ve küçük hücreli dışı akciğer kanseri olmak üzere iki 

gruba ayrılmaktadır. Küçük hücreli dışı akciğer kanseri (KHDAK) tüm akciğer kanseri 

vakalarının yaklaşık olarak %80’ini oluşturmaktadır. KHDAK tedavisinde cerrahi, 

radyoterapi ve kemoterapi yanında son yıllarda moleküler düzeyde hedefe yönelik tedavi 

yöntemleri gelişmektedir. KHDAK tedavisinde yol gösterici olan mutasyonların tek 

seferde ve az miktarda DNA örneği ile saptanması bu nedenle önem kazanmıştır. 

Bu tez çalışmasının amacı küçük hücreli dışı akciğer kanseri için moleküler tedavi hedefi 

olan mutasyonların tümünün tanınmasına yönelik yöntem geliştirilmesidir. Bu amaç 

doğrultusunda; gen bölgelerinin çoğaltılmasına yönelik primerler tasarlanmış vebelirlenen 

mutasyon bölgelerinin multipleks PCR yöntemi ile çoğaltılması ve barkodlama işlemi 

sonrasında yeni nesil dizileme platformu Illumina MiSeq ile dizileme çalışmaları 

gerçekleştirilmiştir. Sonuç olarak KHDAK ile ilişkili olan EGFR, KRAS, AKT1, HER2, 

PIK3CA, BRAF, MEK1 ve ALK genlerinde bulunan nokta mutasyonların genomik DNA 

üzerinden ve ALK, ROS1 ve RET genlerinin oluşturdukları füzyonların mRNA’dan elde 

edilecek cDNA üzerinden multipleks PCR yöntemi ile saptanmasını sağlayacak yeni nesil 

dizileme tabanlı tanı yöntemi geliştirilmiştir. 

 

2016, 53 sayfa  

Anahtar kelimeler: Küçük hücreli dışı akciğer kanseri; Yeni Nesil Dizileme; EGFR; 

KRAS; AKT1; HER2; PIK3CA; BRAF; MEK1; ALK; ROS1; RET 
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ABSTRACT 

MSc Thesis 

 

Next Generation Sequencing Based Diagnosis Kit for Determining The Molecular Targets 

of Therapy in Lung Cancer 

 

Tevfik Hatipoğlu 

 

Ankara University Biotechnology Institute 

 

Supervisor: Prof. Dr. F. Ajlan Tükün 

 

Lung cancer is the leading cause of cancer death among men and the second among 

women worldwide. Each year lung cancer causes 1.5million deaths. Lung cancer is 

classified as small cell lung cancer and non small cell lung cancer. About %80 of lung 

cancer are non small cell lung cancer (NSCLC). In the treatment of NSCLC, the molecular 

targeted therapy approach is developing in recent years in addition to the surgical, 

radiotherapy and chemotherapy approaches. For this reason determining the NSCLC 

related mutations all at once with a small amount of DNA sample is gaining importance.  

The aim of this thesis is to develop a novel method in order to screen the target mutations 

in molecular therapy of non small cell lung cancer.  With this perspective primers were 

designed in order to amplify these gene regions, and after amplification with multiplex 

PCR method and barcoding process, sequencing was performed with the next generation 

sequencing platform Illumina MiSeq. As result, a diagnosis method based on next 

generation sequencing that determines the NSCLC related point mutations of EGFR, 

KRAS, AKT1, HER2, PIK3CA, BRAF, MEK1 and ALK genes from genomic DNA and 

fusions of ALK, ROS1 and RET genes from mRNA originated cDNA has been developed. 
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1 GİRİŞ 

Kanser gelişmiş ve gelişmekte olan ülkelerde sağlık sorunlarında önde gelen 

hastalıklardandır. Kanserin tedavisinde kanserin türü, hastalığın hangi aşamada teşhis 

edildiği, metastaz yapıp yapmadığı gibi olgular belirleyici olmaktadır. Cerrahi yöntemler, 

radyoterapi ve kemoterapi gibi yöntemler uygulamada faydalı sonuçlar verse de özellikle 

ileri aşama kanser olgularında tedavi sınırlı olarak sağlanmaktadır. Gelişmekte olan 

moleküler yöntemler ile kanser tedavisinde kişiye yönelik uygulamalar ön plana 

çıkmaktadır. Kişiye yönelik uygulamalarda hastalığın ayırt edici yönlerinin biyobelirteçler 

ile tanımlanabilmesi, mevcut olan ilaçlardan kişiye yönelik en iyi seçimin yapılabilmesi, 

seçilen ilacın yarar ve risk değerlendirmesi ile dozunun optimize edilmesi ve ilacın 

etkinliği ve toksisitesinin tespiti gibi konular gündeme gelmektedir (1). 

Kanser nedenli ölümlerde akciğer kanseri en önde gelen kanser türlerindendir. İleri evre 

akciğer kanserinde kemoterapi en temel tedavi yaklaşımlarından birisi olsa da moleküler 

hedefli tedaviler bu hastalarda gelişen yeni moleküler çalışmalar ile önem kazanmaktadır. 

Bu tedavi yaklaşımının uygulanabilirliğinde hastalıkla ilişkili mutasyonların 

değerlendirilmesi için uygulanan dizileme yöntemi belirleyici olmaktadır. Sanger dizileme 

yöntemi yaygın bir yöntem olarak kullanılmasına karşın klonal mutasyonlar için düşük 

duyarlılıktadır. Gelişmekte olan yeni nesil dizileme platformları ise çoklu paralel dizileme 

özellikleri ile bu alanda yeni olanaklar sağlamaktadır. Tümör dokudan alınan sınırlı 

miktardaki biyopsi örneğinden çok sayıda mutasyon bölgesinin yüksek çözünürlükte 

taranabilmesi ile kişiye yönelik en etkili ilacın seçiminde yardımcı olmaktadır (2). 

Moleküler tanı yöntemleri ile tümör dokusunda kanser oluşumunda yer alan moleküler 

yolakların belirlenmesi ve ilaç hedefi olabilecek veya bu yolakları etkileyebilecek 

mutasyonların saptanması da tedavi yöntemlerinde belirleyici olmaktadır. Küçük hücreli 

dışı akciğer kanserinde, kanser dokusunda ekspresyonu değişen pek çok gen olmasına 

karşın bu çalışma kapsamında ilaç hedefi olan ve tedavide belirleyici olan genlerdeki 

mutasyonlar için tanı yöntemi geliştirilmiştir. Bu mutasyonlar arasında EGFR, KRAS, 

AKT1, FGFR1, HER2, PIK3CA, BRAF, MEK1 gibi genlerde yer alan nokta mutasyonları 

ve ALK, ROS1 ve RET genlerinin oluşturduğu füzyonlar bulunmaktadır(3). 
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2 KURAMSAL TEMELLER 

2.1 Kanser 

Vücut içerisinde bulunan canlı hücreler normal yaşam döngüsü içerisinde büyürler ve 

bölünerek yeni hücreleri oluştururlar. Bu aşamalar vücudun tüm organlarında farklı 

mekanizmalar sayesinde kontrol altında gerçekleşir. Kanser, bu kontrolün bozulması ve 

hücrenin sürekli bölünerek çoğalması sonucu oluşur. Kanser hücreleri ilk geliştikleri 

yerlerden metastaz ile farklı yerlere yerleşebilir ve burada da çoğalmaya devam edebilir. 

Kanser hem gelişmiş hem de gelişmekte olan ülkelerde önemli bir hastalık yükü teşkil 

etmektedir. Kanser sıklığı, nüfusun artması ve yaşam süresinin uzaması ile birlikte artış 

göstermektedir. Sigara yanı sıra ekonomik gelişmişlik ile birlikte artan obezite, sedanter 

yaşam ve değişen üreme alışkanlıkları gibi risk faktörleri de sıklığın artmasına yol 

açmaktadır. GLOBOCAN verilerine göre 2012 yılında dünya genelinde yaklaşık 14,1 

milyon yeni kanser vakası görülürken, kansere bağlı yaklaşık 8,2 milyon ölüm 

gerçekleşmiştir. Kanserden kaynaklanan yük yıllar içinde az gelişmiş ülkeler yönünde bir 

değişim göstermiştir. Mevcut kanser vakalarının %57’sini ve kansere bağlı ölümlerin 

%65’ini az gelişmiş ülkeler oluşturmaktadır (4). 

2.1.1 Akciğer Kanseri 

Akciğer kanseri küçük hücreli ve küçük hücreli dışı olmak üzere iki sınıfa ayrılır. Küçük 

hücreli dışı akciğer kanseri (KHDAK) tüm akciğer kanserlerinin yaklaşık %85’ini 

oluşturmaktadır. Küçük hücreli dışı akciğer kanseri de histolojik türlerine göre skuamoz 

hücreli karsinoma, büyük hücreli karsinoma ve KHDAK’ın yarısından fazlasını oluşturan 

adenokarsinoma olmak üzere üç alt gruba ayrılır(5). 

Akciğer kanserinin en önemli etiyolojik nedeninin sigara olduğu pek çok araştırmada 

gösterilmiştir. Sigara dışında akciğer kanserine yol açan diğer çevresel faktörler arasında 

radyoizotoplar, hardal gazı, radon gazı, asbest, polisiklik aromatik hidrokarbonlar, nikel, 

kadmiyum, inorganik asit, klorometil eter ve formaldehit bulunmaktadır(6). 

GLOBOCAN verilerine göre 2012 yılında, dünya genelinde yaklaşık 1.824.700 yeni 

akciğer kanseri vakası görülürken yaklaşık 1.589.900 akciğer kanseri nedenli ölüm 

gerçekleşmiştir. Görülen yeni vakaların 1.241.600’ünü erkekler oluştururken 581.300’ünü 

kadınlar oluşturmaktadır. Gerçekleşen ölümlerin ise 1.098.700’ünü erkekler oluştururken 

491.200’ünü kadınlar oluşturmaktadır. Bu rakamlara göre görülen yeni kanser vakalarında 

ve kanser nedenli ölümlerde akciğer kanseri erkeklerde birinci sırada yer alırken, 
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kadınlarda görülen yeni kanser vakalarında meme ve kolon kanserinden sonra üçüncü 

sırada, kanser nedenli gerçekleşen ölümlerde ise meme kanserinden sonra ikinci sırada yer 

almaktadır. Gelişmiş ülkelerde görülen yeni kanser vakalarında akciğer kanseri erkeklerde 

490.300 vaka ile prostat kanserinden sonra ikinci sırada yer alırken kadınlarda 267.900 

vaka ile meme ve kolon kanserlerinden sonra üçüncü sırada yer almaktadır. Gerçekleşen 

kanser nedenli ölümlerde ise, gelişmiş ülkelerde, akciğer kanseri erkeklerde 416.700 ve 

kadınlarda 209.900 ölüm ile diğer kanser türleri arasında birinci sırada yer almaktadır. 

Gelişmekte olan ülkelerde erkeklerde 751.300 yeni vaka ile akciğer kanseri birinci sırada 

yer alırken, kadınlarda 315.200 vaka ile meme ve serviks kanserlerinden sonra üçüncü 

sırada yer almaktadır. Kanser nedenli ölümlerde ise gelişmekte olan ülkelerde akciğer 

kanseri erkeklerde 682.200 ölüm ile birinci sırada yer alırken kadınlarda 281.400 ölüm ile 

meme kanserinden sonra ikinci sırada yer almaktadır(4). 

Sağlık Bakanlığı Kanserle Savaş Dairesi verilerine göre akciğer kanseri Türkiye’de 

erkeklerde %27,7 gibi bir oranla en sık görülen birinci kanser türüyken, kadınlarda %7,2 

ile meme kanserinden sonra ikinci sırada yer almaktadır. Akciğer kanserinde 5 yıllık sağ 

kalım oranı %9-20 arasındadır(7). Son yıllarda hastaya saptanan mutasyonlara göre kişiye 

özel tedavilerin uygulanması, 5 yıllık sağ kalım oranlarında olumlu sonuçlar alınmasını 

sağlamaktadır (8). 

2.1.2 Tedavi Hedefi Genler 

Akciğer kanserinin tedavisinde cerrahi girişim, radyoterapi ve kemoterapi 

uygulanmaktadır. Kemoterapi klasik tedavi yöntemi olmasına karşın moleküler hedeflere 

yönelik tedaviler etkinliğinin klasik tedavilere göre daha yüksek olması ve yan etkilerinin 

daha az olması nedeni ile tercih edilmektedir. Bu bölümde, KHDAK’de moleküler hedef 

olarak bugüne kadar tanımlanmış olan mutasyonların yer aldığı genler ve işlevlerine 

değinilecektir. 

2.1.2.1 EGFR 

 

Şekil 2.1.EGFR geninin kromozomal yerleşimi (9). 
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EGFR geni kromozom 7’nin p11.2 bölgesinde yer alır. EGFR geni 28 ekzon ile 1210 

amino asit uzunluğundaki transmembran EGFR proteinini kodlar. Epidermal Büyüme 

Faktörü Reseptörü (EGFR) EGFR/ERBB1, HER2/ERBB2/NEU, HER3/ERBB3 ve 

HER4/ERBB4’ü içeren tirozin kinaz ailesinin bir üyesidir (10). Epidermal Büyüme 

Faktörü (EGF), EGFR’ye bağlandıktan sonra, MAPK sinyal yolağını ve PI3K-Akt sinyal 

yolağını aktive eder. Hücrenin çoğalmasında, yaşamasında, farklılaşmasında, apoptozunda 

ve motilitesinde rol oynar (11). Kanser neovaskülarizasyonunda, invazyonunda ve 

metastazında etkili olduğu bilinmektedir.  

 

Şekil 2.2. EGFR sinyal yolağı 

EGFR genindeki mutasyonlar beyaz ırk KHDAK hastalarının %10’u ve sarı ırk KHDAK 

hastalarının %40’ında görülmektedir (12). EGFR mutasyonları sigara içmeyenlerde, 

adenokarsinoma histolojik yapısında ve kadınlarda daha yaygındır (13). EGFR mutasyonu, 

KRAS ve ALK gibi diğer KHDAK onkogen mutasyonları ile birlikte görülmez. Klinik 

önemi olan mutasyonlar EGFR geninin tirozin kinaz bölgesini kodlayan 18-21. ekzonları 

arasında bulunur. EGFR mutasyonları ile KHDAK arasındaki bağlantının oldukça net 

olarak gösterilmesi nedeniyle EGFR’nin rutin analizi klinik uygulamada tedavi stratejisini 

belirlemektedir (14). Klinik önemi olan EGFR mutasyonları EGFR proteinin kinaz 
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aktivitesini arttırır ve EGFR mutasyonu olan tümörlerde EGFR’ye özgü Tirozin kinaz 

inhibitörü (TKI) ilaçların etkinliğini sağlar. En sık görülen EGFR mutasyonları ekzon 19 

delesyonları ile ekzon 21 L858R nokta mutasyonudur. EGFR mutasyonu olan olgularda 

ekzon 19 delesyonu yaklaşık olarak %45 oranında ve ekzon 21 L858R nokta mutasyonu 

%41 oranında görülmektedir (15). Diğer daha az rastlanan ve EGFR kinaz aktivitesini 

arttıran mutasyonlar %5’ten az görülür ve bunlar ekzon 18’de yer alan G719S/C/A ile 

S720F, ekzon 20’deyer alan V765A, T783A, S768I ve ekzon 21’de yer alan L861Q/R 

mutasyonlarıdır (16). EGFR genindeki diğer bazı mutasyonlar ise ilaç direncine neden olan 

mutasyonlardır. En yaygın ilaç direnci mutasyonu ekzon 20’deki T790M nokta 

mutasyonudur ve EGFR TKI direnci kazanan KHDAK hastalarının %50’sinde görülür. 

Daha az görünen direnç mutasyonları ekzon 20 D770_N771 insersiyon mutasyonlarını ve 

ekzon19 D761Y, ekzon 20 V769T ve ekzon 20 N771T nokta mutasyonlarını içermektedir 

(17). 

EGFR hedefli ilaçlar EGFR’nin kinaz bölgesine bağlanarak kinaz aktivitesini inhibe 

ederler. Gefitinib, erlotinib, icotinib ilk nesil EGFR TKI ilaçlardır ve bu inhibitörler EGFR 

kinaz bölgesine geri dönüşümlü bağlanır (18). Afatinib, dacomitinib, neratinib ikinci nesil 

EGFR TKI ilaçlardır. Bu ilaçlar ErbB ailesinden pek çok reseptör hedefe karşı aktiftir ve 

kinaz bölgesine geri dönüşümsüz bağlanırlar (16). 

2.1.2.2 KRAS 

 

Şekil 2.1.KRAS geninin kromozomal yerleşimi (9). 

KRAS geni 12. kromozomun p12.1 bölgesinde yer alır. KRAS geni 6 ekzon ile 189 amino 

asit uzunluğundaki KRAS proteinini kodlar. Kristen Rat Sarkoma Viral Onkogen Homolog 

(KRAS) küçük bir GTPaz olup RAS proto-onkogen ailesinin  (KRAS, NRAS, HRAS) bir 

üyesidir. PI3K-Akt yolağını aktive eder ve EGFR ve diğer çeşitli büyüme faktörleri ile 

indüklenen MAPK sinyal yolağının alt basamaklarında yer alır. Hücre çoğalması, 

farklılaşması ve hayatta kalmasının düzenlenmesinde rol alır (19). 

KRAS nokta mutasyonları KHDAK hastalarında en sık rastlanan onkogenik mutasyonlardır 

ve adenokarsinomada ve sigara içenlerde görülme sıklığı %5-30’dur (20). KHDAK 
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tümörlerinde KRAS mutasyonlarının %97’si ekzon 2’deki kodon 12 ve 13’te görülür ve 

RAS GTPaz fonksiyonunu değiştirerek RAS sinyalini aktif moda kilitler (21). 

Transversiyon mutasyonları (G’den T’ye veya G’den C’ye) çoğunlukla sigara içenlerde 

(%30-40) görülürken tranzisyon (G’den A’ya) mutasyonları çoğunlukla sigara 

içmeyenlerde (%15) görülür (22). EGFR TKI’ne karşı direnci olan vakaların %25-35’i 

aktive edici KRAS mutasyonunu taşır ve EGFR’nin alt basamaklarını aktive ettiği için tek 

ajanlı EGFR TKI’ya karşı direnç oluşmasına yol açar (19). Daha az rastlansa da KHDAK 

tümörlerinde kodon 61’de de aktive edici mutasyonlar oluşabilir. 

KRAS terapötik hedef olarak önemli kabul edildiği için KRAS’a yönelik klinik çalışmalar 

yapılmıştır. Geliştirilmiş olan inhibitörlerden bazıları KRAS sinyalizasyonunun alt 

basamakları olan RAF, MEK ve ERK için umut verici olsa da KRAS için henüz ilaç 

geliştirilmemiştir, ancak diğer tirozin kinaz inhibitörlerine direnç gelişmesine yol açtığı 

için tedavi kararında önemlidir (23). 

2.1.2.3 AKT1 

 

Şekil 2.2.AKT1 geninin kromozomal yerleşimi (9). 

AKT1 geni 14. kromozomun q32.33 bölgesinde yer alır. AKT1 geni 13 ekzon ile 480 amino 

asit uzunluğundaki AKT1 proteinini kodlar. Aynı zamanda Protein Kinaz B (PKB) olarak 

da bilinen AKT geni serin treonin protein kinaz B’yi kodlar. PI3K-Akt sinyal yolağına 

aracılık eder (24). Bu yolak hücre çoğalmasında, hayatta kalımında, farklılaşmasında, 

tutunmasında ve motilitesinde işlev görür(19). 

AKT1 mutasyonları KHDAK’ta ender bulunur ve görünme sıklığı %1’dir. AKT1 

mutasyonları skuamoz hücreli karsinomada daha yaygındır (25). ALK mutasyonları ALK 

yeniden düzenlenmesi veya EGFR mutasyonları gibi diğer sürücü (driver) onkogen 

mutasyonlar ile birlikte görülmemektedir. AKT1’in plekstrin homoloji bölgesindeki E17K 

mutasyonu, PI3K’den bağımsız olarak PI3K-Akt yolağının otonomi kazaması ile 

sonuçlanır ve AKT1 mutasyonu görülen KHDAK hastalarının %88’inde görülür (22). 

AKT hedefli inhibitor ilaçlar faz 2 klinik deneme aşamasındadır (26). 
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2.1.2.4 HER2 

 

Şekil 2.3.HER2 geninin kromozomal yerleşimi (9). 

HER2 geni 17. kromozomun q12 bölgesinde yer alır. HER2 geni 27 ekzon ile 1255 amino 

asit uzunluğundaki transmembran HER2 proteinini kodlar. HER2, ERBB ailesine ait bir 

transmembran reseptör tirozin kinazdır. HER2 proteininde ligand bağlanma bölgesi 

bulunmamaktadır ve diğer bir ligand bağlanmış ERBB ailesi üyesi reseptörle heterodimer 

oluşturarak MAPK ve PI3K-Akt ileti yolağını aktive eder (27). 

Aktive edici HER2 mutasyonları KHDAK vakalarının %2’sinde görülür (28). En yaygın 

mutasyonlar ekzon 20’deki kinaz bölgesinde yer alan 3 ile 12 baz çifti uzunluğundaki kalıp 

kaydırmayan insersiyonlardır (29). EGFR gibi HER2 mutasyonları da sigara içmeyen, 

kadın, Asyalı ve adenokanser histopatolojisinde yaygındır (30). HER2 mutasyonları diğer 

EGFR, KRAS ve ALK gibi sürücü mutasyonlar ile birlikte bulunmamaktadır.  

HER2 mutasyonu saptanmış KHDAK vakalarının neratinib, afatinib, dacomitinib gibi 

seçici TKI’lere ve trastuzumab gibi monoklonal antikorlara duyarlı olduğu gösterilmiştir 

(31).  

2.1.2.5 PIK3CA 

 

Şekil 2.4. PIK3CA geninin kromozomal yerleşimi (9). 

PIK3CA geni kromozom 3’ün q26.3 bölgesinde yer alır. PIK3CA geni 20 ekzon ile 1068 

amino asit uzunluğundaki PI3K proteinin p110α katalitik alt ünitesini kodlar. PIK3CA 

(Phosphatidylinositol -4, 5- Biphosphate 3- Kinase Catalytic Subunit Alpha) bir hücre içi 

lipid kinazdır. PIK3CA, EGFR’nin alt iletim hedefi ve diğer çeşitli büyüme faktörlerinin 

iletim yolaklarının aracısıdır.  Hücre büyümesinde, çoğalmasında, farklılaşmasında, 

motilitesinde ve yaşamasında yer alır (22). 
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PIK3CA mutasyonları KHDAK vakalarının %1-3’ünde bulunur ve skuamoz hücreli kanser 

histopatolojisinde, adenokarsinomadan daha sık görülür (30).  PIK3CA mutasyonları 

EGFR, KRAS veya ALK gibi diğer sürücü mutasyonlar ile beraber görülebilirler (19). 

PIK3CA’nın aktive edici nokta mutasyonları ve amplifikasyonu PIK3CA’nın otonomi 

kazanması ile sonuçlanır. PIK3CA’da en sık karşılaşılan mutasyonlar helikal bölgesini 

kodlayan ekzon 9’da ve kinaz bölgesini kodlayan ekzon 20’de bulunur (22). PIK3CA 

mutasyonu taşıyan KHDAK vakalarının yaklaşık olarak %9’unda E542, %28’inde E545 ve 

%15’inde H1047 mutasyonu görülür (30). 

PIK3CA’yı hedef alan çoklu inhibitörler klinik geliştirme aşamasındır. 

2.1.2.6 BRAF 

 

Şekil 2.5.BRAF geninin kromozomal yerleşimi (9). 

BRAF geni kromozom 7’nin q34 bölgesinde yer alır. BRAF geni 18 ekzon ile 766 amino 

asit uzunluğundaki BRAF proteinini kodlar. BRAF (V-Raf Murine Sarcoma Viral 

Oncogene Homolog B) bir sitoplazmik serin treonin protein kinazdır. KRAS iletimin alt 

basamaklarını aktive eder. Hücre çoğalmasında, farklılaşmasında, transkripsiyonel 

düzenlenmesinde ve yaşamasında yer alır (32). 

BRAF’ın aktive edici mutasyonları KHDAK vakalarının yaklaşık olarak %3’ünde bulunur 

(33). BRAF mutasyonları kinaz aktivitesinde artışa neden olur ve yaygın olarak 

adenokanser histopatolojisinde ve sigara içmeyenlerde görülür (30). BRAF mutasyonları 

EGFR ve KRAS sürücü onkogen mutasyonlar ile birlikte bulunmamaktadır (22). En sık 

görülen V600E aktive edici mutasyonu ekzon 15 tarafından kodlanan kinaz bölgesi 

içerisinde yer alır ve BRAF mutasyonu olan KHDAK vakalarının %50’sini oluşturur. 

Bunun ardından %39 ile ekzon 11 tarafından kodlanan G-loop bölgesindeki G469A 

mutasyonu ve %11 ile yine ekzon 15 tarafından kodlanan kinaz bölgesinde yer alan 

D594G mutasyonu gelir (19). 

BRAF mutasyonları, özellikle V600E mutasyonu, melanoma olgularının yarısında 

bulunduğu için BRAF terapötik bir hedef olmuştur ve BRAF’a yönelik ilaçlar klinik 

kullanımdadır (22). 
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2.1.2.7 MEK1 

 

Şekil 2.6.MEK1 geninin kromozomal yerleşimi (9). 

MEK1 (MAP2K1, mitogen activated protein kinase 1) geni kromozom 15’in q22.31 

bölgesinde yer alır. MEK1 geni 11 ekzon ile 393 amino asit uzunluğundaki MAP2K1 

proteinini kodlar. MEK1 bir serin treonin protein kinazdır. MAP kinaz ileti yolağının temel 

aracı durumundadır (34). Hücre çoğalmasında, farklılaşmasında ve transkripsiyonel 

düzenlenmesinde yer alır. 

MEK1 mutasyonları KHDAK vakalarının yaklaşık olarak %1’inde yer alır. MEK1 

mutasyonları adenokanser histopatolojisinde daha yaygındır ve diğer sürücü onkogen 

mutasyonları ile birlikte bulunmaz (35). KHDAK’ta tespit edilen MEK1 mutasyonları 

yaygınlıkla ekzon 2’de bulunur ve MEK1 kinaz aktivitesinin artması ile MAPK ileti 

yolağının otonomi kazanmasına yol açar. Q56P, K57N ve D67N tespit edilen 

mutasyonlardır. 

MEK1’e karşı selumetinib ve trametinib gibi ilaçların etkinliği gösterilmiştir. 

2.1.2.8 ALK 

 

Şekil 2.7.ALK geninin kromozomal yerleşimi (9). 

ALK geni kromozom 2’nin 23p bölgesinde yer alır. ALK geni 29 ekzon ile 1620 amino asit 

uzunluğundaki transmembran ALK reseptör tirozin kinaz proteinini kodlar. ALK 

(Anaplastic Lymphoma Kinase) insulin reseptör tirozin kinaz alt ailesinin bir üyesidir. 

PI3K-Akt ve MAPK ileti yolağını aktive eder. Hücre apoptozunun inhibisyonu ve hücre 

çoğalmasının desteklenmesinde yer alır (36). 

ALK geni yeniden düzenlenmesi KHDAK hastlarının yaklaşık olarak %3-7’sinde 

bulunmaktadır (37). Füzyonlar ALK kinaz bölgesinin tamamını içerirken füzyon partneri 

ALK’nın dimer oluşumuna katkıda bulunur ve kinaz aktivitesinin otonomi kazanması ile 
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sonuçlanır. ALK’nın KHDAK vakalarında en çok karşılaşılan füzyon partneri EML4’tür 

(echinoderm microtubule associated protein-like 4). EML4-ALK füzyonu genç, sigara 

içmeyen ve adenokarsinoma histopatolojisindeki hastalarda daha yaygındır (38, 39). 

EML4-ALK yeniden düzenlemeleri genellikle EGFR ve KRAS mutasyonları ile birlikte 

görülmez ve EGFR’ye yönelik TKI’lere karşı dirençlidir (40). Bu güne kadar EML4 ile 

ALK’nın en az 15 farklı füzyon varyantı tespit edilmiş olsa da bunların klinik önemi henüz 

belli değildir ve daha fazla inceleme gerektirmektedir (41). Bu varyantlar ALK’nın 20. 

ekzonu ile EML4’ün ekzon 2(v5), 6(v3a/b/c), 13(v1-v6), 14(v4-v7), 15(v8), 16, 17, 18(v9), 

20(v2)’si arasındaki füzyonlarını içerir. KHDAK vakalarında görülen EML4-ALK yeniden 

düzenlenmeleri arasında en sık karşılaşılanları görülme sıklığı %33 ile varyant 1, %29 ile 

varyant 3a/b, %9 ile varyant 2’dir (12, 42). ALK’nın EML4 dışında görülen diğer füzyon 

partnerleri TFG ve KIF5B proteinleridir. EGFR’de olduğu gibi ALK füzyonlarında da ilk 

tedavi sonrasında ilaç direncine yol açan bazı ikincil mutasyonlar oluşur. En sık 

gözlemlenen ikincil mutasyonlar L1196M ve G1269A’dır. Diğer daha az gözlemlenenler 

ise 1151Tins, L1152R, C1156Y, G1202R ve S1206Y’dir (37). 

ALK yeniden düzenlenmesinin olduğu kanserlerin, ALK kinaz aktivitesine bağımlı olması 

nedeni ile ALK tirozin kinaz inhibisyonuna karşı duyarlı olduğu gösterilmiştir.ALK 

mutasyonlarına yönelik TKI etkili ilaçlar klinik kullanımdadır. 

2.1.2.9 ROS1 

 

Şekil 2.8.ROS1 geninin kromozomal yerleşimi (9). 

ROS1 geni kromozom 6’nın q22.1 bölgesinde yer alır. ROS1 geni 43 ekzon ile 2346 amino 

asit uzunluğundaki ROS1 integral membran proteinini kodlar. ROS1 insülin reseptör 

tirozin kinaz ailesinin bir üyesidir. MAPK ve PI3K-Akt yolaklarını aktive eder (19). Hücre 

büyümesinde ve çoğalmasında rol alır. 

ROS1 yeniden düzenlemesi KHDAK vakalarının yaklaşık %2’sinde bulunur (43). ROS1’in 

kinaz bölgesinin ALK’nın protein kinaz bölgesi ile yüksek derecede homolojisi vardır ve 

bir çok partnerle oluşturduğu füzyonları tirozin kinaz bölgesini tam olarak içerir (19). ALK 

yeniden düzenlemesi gibi ROS1 onkogenik füzyonları da sigara içmeyen, genç ve 
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adenokarsinoma histopatolojisindeki hastalarda daha yaygın olarak görülür (30, 43). ROS1 

yeniden düzenlemesi; EGFR, ALK veya KRAS gibi sürücü onkogenler ile birlikte 

görülmemektedir (12). ROS1’in füzyon partnerleri olarak FIG, KDELR2, TPM3, SDC4, 

LRIG3, EZR, SLC34A2 ve CD74 tespit edilmiştir (19). Füzyon partnerlerinin ROS1 

füzyonunun dimerleşmesinde rol aldığı ve ROS1 tirozin kinazın otonomi kazanması ile 

sonuçlandığı tahmin edilmektedir.  

ALK/MET/ROS1 tirozin kinaz inhibitörü crizotinib’in ROS1 pozitif hücre hatlarında etkin 

olduğu gösterilmiş ve ileri evre ROS1 pozitif KHDAK hastalarında yanıt verdiği 

raporlanmıştır (30). ROS1 yeniden düzenlemesi olan KHDAK hastalarında EGFR’ye 

yönelik TKI’lere karşı düşük duyarlılık görülmektedir. 

2.1.2.10 RET 

 

Şekil 2.9.RET geninin kromozomal yerleşimi (9). 

RET geni kromozom 10’un q11.21 bölgesinde yer alır. RET geni 20 ekzon ile 1114 amino 

asit uzunluğundaki RET proteinini kodlar. RET (Ret proto-oncogene) bir reseptör tirozin 

kinazdır ve nöral krest gelişiminde yer alır (11, 22). Ligand olarak glial hücre hattından 

türeyen nörotrofik faktör (GDNF) ailesinden hücre dışı ileti molekülleri RET reseptörüne 

bağlanır ve hücre büyümesi ile farklılaşmasını sağlar. 

RET füzyonları KHDAK vakalarının yaklaşık olarak %1-2’sinde bulunur (44). RET 

yeniden düzenlemeleri sigara içmeyen, genç, adenokarsinoma histopatolojisindeki 

hastalarda daha yaygın olarak bulunur (30). Buna ilave olarak RET füzyonları diğer bilinen 

EGFR, KRAS, ALK ve ROS1 gibi sürücü onkogen mutasyonları ile birlikte görülmezler 

(44). Bütün bu füzyonlar, füzyon partnerlerinin “coiled coil” bölgesini içerir ve liganddan 

bağımsız olarak dimerleşmesini ve kinaz aktivitesinde otonomi kazanmasına olanak sağlar 

(44). En sık gözlenen füzyon partneri %90 görülme sıklığı ile KIF5B’dir (45). Diğer tespit 

edilmiş füzyonlar ise CCDC6, NCOA4 ve TRIM33’tür (45). 

RET füzyonları FDA tarafından onaylanmış ve tiroid kanseri tedavisinde kullanımda olan 

vandetanib gibi tirozin kinaz inhibitörlerinin potansiyel hedefidir (22). Cabozantinibin in 
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vitro koşullarda vandetanibten daha etkili olduğu gösterilmiştir. Sorafenib, sunitinib, 

ponatinib RET’e karşı etkili olan kinaz inhibitörlerdir (12, 30). 

2.2 Yeni Nesil Sekanslama 

1953 yılında James Watson ve Francis Crick tarafından DNA’nın çift zincir yapısının 

bulunmasının ardından DNA dizilerinin okunması için farklı yöntemler geliştirilmeye 

başlanmıştır (46). İlk olarak DNA dizisinin kimyasal ajanlar ile degredasyonu gibi uzun 

süre gerektiren pratik uygulaması zor olan ve kısa okumaların yapılabildiği yöntemler 

geliştirilmiştir (47). Frederick Sanger tarafından geliştirilen ve dideoksinükleotidler ile 

zincir sonlandırma esasına dayanan yöntem uzun süre DNA dizilemede standart yöntem 

olarak kullanılmıştır. (48). Sanger DNA dizileme yöntemi ile yaklaşık olarak 50bp ile 

900bp arasındaki uzunluktaki DNA zincirleri başarılı bir şekilde dizilenebilmektedir. İnsan 

Genom Projesinde de kullanılan bu yöntemin ardından DNA sentezi ile dizileme 

yöntemleri geliştirilmiştir. Yeni nesil dizileme olarak adlandırılan bu yöntemlerin avantajı 

birden fazla dizinin aynı anda paralel olarak okunabilmesidir. Kanser ve diğer hastalıklarla 

ilişkili moleküler yolaklarda yer alan ve klinik olarak önem arz eden mutasyonların 

analizinde yeni nesil dizileme platformları, az miktarda DNA gerektirmesi, düşük 

mozaiklik oranına sahip mutasyonların gösterilebilmesine olanak sağlaması ve tek seferde 

fazla sayıda bölgenin incelenebilmesini sağlaması açısından tercih edilen yöntem 

olmaktadır (49).  

2.3 Multipleks PCR 

PCR yönteminin moleküler biyolojide temel yöntemlerden birisi haline gelmesi ile farklı 

uygulamaları da geliştirilmiştir. DNA polimeraz enziminin kullanımı ile belirli bir DNA 

bölgesinin çoğaltılmasını esas alan PCR tekniğinin verimi, kullanılan primer çiftinin dizisi, 

çoğaltılacak DNA bölgesinin uzunluğu ve PCR’da kullanılan kimyasalların 

konsantrasyonu gibi koşullara bağlı olarak değişmektedir. Multipleks PCR yöntemi aynı 

reaksiyon içerisinde birden fazla primer çiftinin kullanılması ile birden fazla bölgenin aynı 

reaksiyon içerisinde çoğaltılması esasına dayanır. Farklı primer çiftlerinin farklı verimde 

olması nedeni ile reaksiyon sonrasında çoğaltılan her bölgeden aynı verimde ürün elde 

edilmesi için primer çiftlerinin konsantrasyonu optimize edilmelidir (50). Kullanılan 

primerlerde barkodlama işlemi için 5’ ucuna eklenen yaklaşık olarak 20 bazlık DNA 

sekansının primere kattığı termodinamik özellikler nedeniyle optimizasyon sürecini sadece 

primer konsantrasyonlarının ayarlanmasını gerektirecek şekilde kolaylaştırdığı görülmüştür 

(51). 
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3 GEREKÇE VE AMAÇ 

Akciğer kanserinde klasik olarak cerrahi, radyoterapi ve kemoterapi yöntemleri 

uygulanmaktadır. Akciğer kanserinin oluşumunda önem arz eden moleküler yolakların ve 

bu yolaklarda saptanan mutasyonların belirlenmesi ile bu molekülleri hedef alan ilaçların 

kullanımı da tedavi stratejisinde belirleyici olmaktadır. Moleküler hedefli tedavide doğru 

ilacın kullanımı ve tedavinin olumlu sonuç vermesi kanserli dokuda meydana gelen 

mutasyonların saptanmasını gerektirmektedir. Tümörden tanı amaçlı alınan dokunun 

miktarının kısıtlı olması tedavi planında yönlendirici olabilecek mutasyonların hepsinin 

ayrı ayrı saptanması olanağını azaltmaktadır. Bu nedenle tedavi hedefi durumunda olan 

veya tedavinin belirlenmesinde rol alan tüm mutasyonların aynı doku örneği üzerinde 

taranması önem arz etmektedir. Bu çalışmada multipleks PCR yöntemi kullanarak küçük 

hücreli dışı akciğer kanserinde rol alan ve tedavi hedefi durumunda olan genlerdeki 

mutasyon bölgelerinin yeni nesil dizileme platformuna uygun olacak şekilde tek seferde 

çoğaltılmasını sağlayan tanı yöntemi geliştirilebileceği öne sürülmektedir. 
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4 MATERYAL VE YÖNTEM 

4.1 MATERYAL 

Geliştirilecek olan tanı yöntemi sırasında kullanılan sarf malzemeleri ve cihazlar çizelge 

4.1. ve çizelge 4.2.’de verilmiştir.  

Çizelge 4.1.Kullanılan sarf malzemeleri ve kullanım yerleri 

Adı (Marka) LOT Kullanım Yeri / Amacı 

Tris  8387H001 Agaroz elektroforez 

Borik Asit A0724965 Agaroz elektroforez 

EDTA (SIGMA) 29H001715 Agaroz elektroforez 

Agarose (Cleaver Scientific) 14141105 Agaroz elektroforez 

GeneRuler 50bp DNA Moleküler Ağırlık 

Belirteci (ThermoScientific) 

00266480 Agaroz elektroforez 

6X DNA yükleme boyası (Thermo Scientific) 00277043 Agaroz elektroforez 

Taq DNA polymerase (Thermo Scientific) 00294238 PCR 

MgCl2 (Thermo Scientific) 00292623 PCR 

dATP (Thermo Scientific) 00305704 PCR 

dTTP (Thermo Scientific) 00285002 PCR 

dGTP (Thermo Scientific) 00304565 PCR 

dCTP (Thermo Scientific) 00302221 PCR 

Taq PCR buffer (Thermo Scientific) 00303115 PCR 

AmPure bead (Agencourt) 14915500 Purifikasyon 

Ethanol (EMSURE) K46525683 

516 

Purifikasyon 
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Etidyum Bromid (SIGMA) 68H3640 Agaroz elektroforez 

Multiplicom MID primer box 49-96 1509217 Barkodlama 

Multiplicom amplification reagent 1507103 Barkodlama 

Multiplicom universal PCR mix 1502249 Barkodlama 

Multiplicom Taq DNA Polymerase 1503059 Barkodlama 

 

Çizelge 4.2. Kullanılan cihazlar 

Adı Marka 

Mini Vorteks  Harmony 

Mini Santrifüj Harmony 

Hassas Terazi  Denver Instrument 

Mikrodalga Fırın  Arçelik 

Isıtıcı  Biosan 

Termal Döngü Cihazı  Applied Biosystems 

Yeni Nesil Sekanslama Cihazı  Illumina Miseq 

Jel Görüntüleme Cihazı Alpha Innotech 

 

4.2 YÖNTEM 

Küçük hücreli dışı akciğer kanserinde moleküler tedavi hedefi durumunda olan veya 

uygulanan tedavinin etkinliğinde rol alan proteinleri kodlayan genler ve ilgili mutasyon 

bölgeleri literatür taraması ile belirlendi (52). 

Oluşturulacak tanı yönteminin kapsamında, nokta mutasyonu veya insersiyon ve delesyon 

içeren 8 gende 16 bölge ele alınırken, füzyon mutasyonu oluşturan 3 genin 12 füzyon 

partneri ile oluşturduğu 35 füzyon varyantı ele alındı. 
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Nokta mutasyonu veya insersiyon ve delesyon mutasyonları için genomik DNA dizileri 

baz alındı. Füzyon mutasyonları, varyantın oluştuğu intron bölgelerinin uzunluğu ve farklı 

noktalardan füzyon oluşturabilme olasılığı nedeniyle RNA’dan elde edilecek cDNA 

dizileri baz alındı.  

Oluşturulacak tanı yöntemi ile taranacak bölgeler için primerlerin tasarlanmasında 

Primer3Plus programı kullanıldı. Primer dimer ve sekonder yapı oluşumları OligoAnalyzer 

3.1 programı ile test edildi.  

Nokta, insersiyon veya delesyon mutasyonu içeren bölgeler için tasarlanan primerlerin 

validasyonunda anonimize kan örneğinden izole edilen genomik DNA kullanıldı. Füzyon 

mutasyonları için tasarlanan primerlerin validasyonunda füzyon varyantları dizisine uygun 

olarak tasarlanan oligonükleotid kalıpları kullanıldı. 

Nokta, insersiyon ve delesyon mutasyonları için tasarlanan primerlerin hepsi tekli olarak 

valide edildi. Füzyon mutasyonları için tasarlanan primerlerden polinükleotidi oluşturulan 

varyantlar tekli olarak valide edildi. Tekli validasyonu gerçekleştirilen primerler ile 

mutasyon bölgeleri multipleks PCR ile çoğaltıldı. Multipleks PCR sonrasında her 

amplikona  MID kiti (Multiplicom™) kullanılarak barkod dizisi takmak üzere ikinci bir 

PCR uygulandı. Barkod dizisi takılan ve aynı DNA örneğine ait olan PCR ürünleri tek 

tüpte birleştirildi. Birleştirilen PCR ürünleri AmPure Bead kullanılarak purifiye edildi. 

Ayrı ayrı purifiye edilen PCR ürünlerinin miktarı NanoDrop ile tespit edilerek her 

amplikondan eşit konsantrasyonda olacak şekilde tek tüpte toplandı. Elde edilen DNA 

kütüphanesi Illumina Miseq kiti kullanılarak dizileme işlemi gerçekleştirildi.  

Elde edilen diziler ve okuma sayıları SeqPilot programı kullanılarak analiz edildi. 

Hazırlanan plekslerde amplikonların okuma sayılarının dengeli bir dağılım göstermesi için 

okuma sayıları kullanılarak pleks içi ve pleksler arası varyasyon katsayıları hesaplandı. 

Nokta mutasyonu içeren genler, mutasyonun bulunduğu ekzon ve mutasyonun etkilediği 

aminoasit aşağıdaki tabloda verilmiştir. 
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Çizelge 4.3.Nokta mutasyonları 

Gen Ekzon Mutasyona Uğrayan Aminoasit 

EGFR 18 G719, S720 

EGFR 19 D761 

EGFR 20 V765, S768, V769, D770_N771, N771, T783, T790 

EGFR 21 L858, L861 

KRAS 2 G12, G13 

KRAS 3 Q61 

AKT1 4 E17 

ALK 22 T1151ins; L1152; C1156; I1171 

ALK 23 F1174; L1196; G1202; S1206 

ALK 25 G1269 

HER2 20 A775_G776ins, G776, P780_Y781, V777_G778ins, M774_A775ins 

PIK3CA 9 E542, E545 

PIK3CA 20 H1047 

BRAF 11 G469 

BRAF 15 D594, V600 

MEK1 2 Q56, K57, D67 
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Füzyon mutasyonunu oluşturan genler ve füzyon partnerleri aşağıdaki tabloda verilmiştir. 

Çizelge 4.4. Füzyon  mutasyonları 

Gen Füzyon Partnerleri 

ALK EML4, TFG, KIF5B 

ROS1 SLC34A2, SDC4, CD74, EZR, LRIG3, TPM3, GOPC 

RET KIF5B, CCDC6 

 

4.2.1 Primer Tasarımı 

Primer tasarımında; PCR ürününün boyu, primerlerin uzunluğu, primer oligolarının kalıp 

DNA’ya bağlanma sıcaklığı, primerlerin %GC içeriği, primer çiftlerinin bağlanma 

sıcaklığı arasındaki maksimum fark, primerlerin diğer primerler ile dimer oluşturma 

potansiyelleri ve primerlerin  ikincil yapı oluşturma potansiyelleri gibi primerlerin yapısal 

ve termodinamik özellikleri dikkate alındı.  

Tasarlanan primerler multipleks PCR yönteminde aynı koşullar içinde reaksiyona gireceği 

için yukarıda bahsedilen özellikler her primer çifti için yakın değer aralıklarında tasarlandı.  

 Buna göre PCR ürününün boyu kullanılan yeni nesil sekanslama platformuna 

uygun olarak 320 ile 370 bp arasında olacak şekilde ayarlandı.  

 Primerlerin kalıp DNA ile eşleşecek kısmının uzunluğu optimum 20 bp olmak 

üzere 19 ile 29bp arasında olacak şekilde ayarlandı. 

 Primerlerin %GC içeriği optimum 50 olmak üzere 35 ile 65 arasında olacak şekilde 

ayarlandı.  

 Primerlerin kalıp DNA’ya bağlanma sıcaklığı optimum 65 0Colmak üzere 60 ile 70 

0C arasında olacak şekilde ve her primer çiftinin kalıp DNA’ya bağlanma 

sıcaklıkları arasında maksimum 30Colacak şekilde ayarlandı.  

 Primerlerin bu yapısal özelliklerinin yanında tasarım aşamasında PCR 

reaksiyonunda yer alacak olan tek değerli katyonların konsantrasyonları 50 mM, iki 

değerli katyonların konsantrasyonları 2.5 mM, kalıp DNA’ya bağlanan 

oligonükleotidlerin konsantrasyonu 100 nM, dNTP konsantrasyonu da 1 mM 

olacak şekilde düzenlendi. 
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Yukarıda bahsettiğimiz koşullara uyacak şekilde tüm primerler Primer3Plus programı 

kullanılarak tasarlandı. Tasarlanan primerler dimer oluşturma ve sekonder yapı oluşturma 

potansiyelleri OligoAnalyzer 3.1 programı kullanılarak test edildi. 

Belirlenen bölgeler ilk PCR ile çoğaltmadan sonra sekanslamaya girmeden önce ikinci bir 

PCR ile barkodlama işleminden geçeceği için her primerin 5’ ucuna ileri primerler için 

“5’-AAGACTCGGCAGCATCTCCA-3’” ve geri primerler için “5’-

GCGATCGTCACTGTTCTCCA-3’” sekansı eklendi.  

Nokta mutasyonları ile insersiyon ve delesyon içeren bölgeler için tasarlanan primerlerin 

sekansları, ve kalıp DNA’ya bağlanma sıcaklıkları ve PCR ürün boyları aşağıdaki tabloda 

gösterilmektedir.  

Çizelge 4.5. Nokta mutasyonu için çoğaltılacak bölgeler, primer çiftleri, bağlanma 

sıcaklıkları ve ürün boyları 

Gen_ 

Ekzon 

Primer Çifti Tm 

(0C) 

Ürün 

Boyu 

BRAF_11 İleri 5’-AAGACTCGGCAGCATCTCCATGGTAGACGGGACTCGAGTGATGA-3’ 

Geri 5’-GCGATCGTCACTGTTCTCCATCCCGACTGCTGTGAACAGTTTT-3’ 

76.9 

75.2 

342 

BRAF_15 İleri 5’-AAGACTCGGCAGCATCTCCAGCCCCAAAAATCTTAAAAGCAGGTT-3’ 

Geri 5’-GCGATCGTCACTGTTCTCCACCATCCACAAAATGGATCCAGACA-3’ 

74.0 

75.0 

377 

EGFR_18 İleri 5’-AAGACTCGGCAGCATCTCCACAGTGGAGAAGCTCCCAACCAA-3’ 

Geri 5’-GCGATCGTCACTGTTCTCCATGTGAATTGGTCTCACAGGACCAC-3’ 

76.3 

76.0 

354 

EGFR_19 İleri 5’-AAGACTCGGCAGCATCTCCATCACAGCCCCCAGCAATATCA-3’ 

Geri 5’-GCGATCGTCACTGTTCTCCATGAGAAAAGGTGGGCCTGAGGT-3’ 

75.5 

76.3 

360 

EGFR_20 İleri 5’-AAGACTCGGCAGCATCTCCAGCAGGCACAGCTTTTCCTCCAT-3’ 

Geri 5’-GCGATCGTCACTGTTCTCCAGCGATCTGCACACACCAGTTGA-3’ 

76.3 

76.3 

362 

EGFR_21 İleri 5’-AAGACTCGGCAGCATCTCCAAACGTTCGCCAGCCATAAGTCC-3’ 

Geri 5’-GCGATCGTCACTGTTCTCCATGGTCCCTGGTGTCAGGAAAATG-3’ 

76.3 

76.1 

375 

KRAS_2 İleri 5’-AAGACTCGGCAGCATCTCCACACGTCTGCAGTCAACTGGAATTTT-3’ 

Geri 5’-GCGATCGTCACTGTTCTCCATCAAAGAATGGTCCTGCACCAGTAA-3’ 

74.9 

74.9 

385 

KRAS_3 İleri5’-AAGACTCGGCAGCATCTCCAGGTGCACTGTAATAATCCAGACTGTGTTTC-3’ 

Geri 5’-GCGATCGTCACTGTTCTCCATGCATGGCATTAGCAAAGACTC-3’ 

76.0 

74.2 

342 

AKT1_4 İleri 5’-AAGACTCGGCAGCATCTCCATGTCGCTGGCCCTAAGAAACA-3’ 

Geri 5’-GCGATCGTCACTGTTCTCCACCCCAAATCTGAATCCCGAGAG-3’ 

75.5 

76.3 

367 

ALK_22 İleri 5’-AAGACTCGGCAGCATCTCCATATGAAGGCCAGGTGTCCGGAAT-3’ 

Geri 5’-GCGATCGTCACTGTTCTCCAGGGACAACACGATTTCCCTTGG-3’ 

76.1 

76.3 

377 

ALK_23 İleri 5’-AAGACTCGGCAGCATCTCCACCCTGCTGCCCATGTTTACAGA-3’ 

Geri 5’-GCGATCGTCACTGTTCTCCATGCTCCTTCCATCCTTGCTCCT-3’ 

76.3 

76.3 

373 

ALK_25 İleri 5’-AAGACTCGGCAGCATCTCCATGGCCGTTGTACACTCATCTTCC-3’ 

Geri 5’-GCGATCGTCACTGTTCTCCATTTAGGCCTTCGGGCATGGT-3’ 

76.1 

75.6 

380 

HER2_20 İleri 5’-AAGACTCGGCAGCATCTCCAGGGTGGTTCCCAGAATTGTTGA-3’ 

Geri 5’-GCGATCGTCACTGTTCTCCATGTGGAGGGACTGGGTTTCCTA-3’ 

75.3 

76.3 

359 

MEK1_2 İleri 5’-AAGACTCGGCAGCATCTCCATGACTTGTGCTCCCCACTTTGG-3’ 

Geri 5’-GCGATCGTCACTGTTCTCCAACCCTGGTCCCCAGGCTTCTAA-3’ 

76.3 

77.2 

347 
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PIK3CA_9 İleri 5’-AAGACTCGGCAGCATCTCCATGCTTTTTCTGTAAATCATCTGTGAA-3’ 

Geri 5’-GCGATCGTCACTGTTCTCCAAGGTATGGTAAAAACATGCTGA-3’ 

72.1 

72.4 

341 

PIK3CA_20 İleri 5’-AAGACTCGGCAGCATCTCCACGACAGCATGCCAATCTCTTCA-3’ 

Geri 5’-GCGATCGTCACTGTTCTCCACAATCGGTCTTTGCCTGCTGA-3’ 

75.3 

75.5 

354 

 

Füzyon mutasyonları için tasarlanan primerlerin sekansları ve kalıp DNA’ya bağlanma 

sıcaklıkları ve PCR ürün boyları aşağıdaki tabloda gösterilmektedir. 

Çizelge 4.6. Füzyon mutasyonları için çoğaltılacak bölgeler, primer çiftleri, bağlanma 

sıcaklıkları ve ürün boyları (* işaretli primerler alternatif primer olarak tasarlanmıştır) 

Gen_Ekzon Primer Çifti Tm 

(0C) 

Ürün 

Boyu 

EML4-ALK_ 

2:20 

İleri 5’-AAGACTCGGCAGCATCTCCAGATGTTTTGAGGCGTCTTGC-3’ 

Geri 5’-GCGATCGTCACTGTTCTCCAATCCAGTTCGTCCTGTTCAGAGC-3’ 

Geri* 5’-GCGATCGTCACTGTTCTCCAGTCTTCACAGCCACTTGCAG-3’ 

74.6 

76.1 

75.6 

389 

EML4-ALK 

3:20 

İleri 5’-AAGACTCGGCAGCATCTCCAGGAAGTGGTGCAAACAGAAAA-3’ 

Geri 5’-GCGATCGTCACTGTTCTCCAATCCAGTTCGTCCTGTTCAGAGC-3’ 

Geri* 5’-GCGATCGTCACTGTTCTCCAGTCTTCACAGCCACTTGCAG-3’ 

73.5 

76.1 

75.6 

402 

EML4-ALK 

6:20 

 

İleri 5’-AAGACTCGGCAGCATCTCCAACCAAAACTGCAGACAAGCA-3’ 

Geri 5’-GCGATCGTCACTGTTCTCCAATCCAGTTCGTCCTGTTCAGAGC-3’ 

Geri* 5’-GCGATCGTCACTGTTCTCCAGTCTTCACAGCCACTTGCAG-3’ 

73.6 

76.1 

75.6 

362 

EML4-ALK 

13:20 

 

İleri 5’-AAGACTCGGCAGCATCTCCAGACTCAGGTGGAGTCATGCTT-3’ 

Geri 5’-GCGATCGTCACTGTTCTCCAATCCAGTTCGTCCTGTTCAGAGC-3’ 

Geri* 5’-GCGATCGTCACTGTTCTCCAGTCTTCACAGCCACTTGCAG-3’ 

75.5 

76.1 

75.6 

389 

EML4-ALK 

14:20 

 

İleri 5’-AAGACTCGGCAGCATCTCCACTGGAGGAGGGAAAGACAGA-3’ 

Geri 5’-GCGATCGTCACTGTTCTCCAATCCAGTTCGTCCTGTTCAGAGC-3’ 

Geri* 5’-GCGATCGTCACTGTTCTCCAGTCTTCACAGCCACTTGCAG-3’ 

75.6 

76.1 

75.6 

387 

EML4-ALK 

15:20 

 

İleri 5’-AAGACTCGGCAGCATCTCCAGCAGAAGGAAAGGCAGATCA-3’ 

Geri 5’-GCGATCGTCACTGTTCTCCAATCCAGTTCGTCCTGTTCAGAGC-3’ 

Geri* 5’-GCGATCGTCACTGTTCTCCAGTCTTCACAGCCACTTGCAG-3’ 

74.6 

76.1 

75.6 

412 

EML4-ALK 

17:20 

 

İleri 5’-AAGACTCGGCAGCATCTCCACCAGGACACTGTGCAGATTT-3’ 

Geri 5’-GCGATCGTCACTGTTCTCCAATCCAGTTCGTCCTGTTCAGAGC-3’ 

Geri* 5’-GCGATCGTCACTGTTCTCCAGTCTTCACAGCCACTTGCAG-3’ 

74.6 

76.1 

75.6 

384 

EML4-ALK 

18:20 

 

İleri 5’-AAGACTCGGCAGCATCTCCAGCAGGTGGTTTGTTCTGGAT-3’ 

Geri 5’-GCGATCGTCACTGTTCTCCAATCCAGTTCGTCCTGTTCAGAGC-3’ 

Geri* 5’-GCGATCGTCACTGTTCTCCAGTCTTCACAGCCACTTGCAG-3’ 

74.6 

76.1 

75.6 

412 

EML4-ALK 

19:20 

 

İleri 5’-AAGACTCGGCAGCATCTCCACCTTCCTGGCTGTAGGATCTC-3’ 

Geri 5’-GCGATCGTCACTGTTCTCCAATCCAGTTCGTCCTGTTCAGAGC-3’ 

Geri* 5’-GCGATCGTCACTGTTCTCCAGTCTTCACAGCCACTTGCAG-3’ 

76.4 

76.1 

75.6 

411 

EML4-ALK 

20:20 

 

İleri 5’-AAGACTCGGCAGCATCTCCAACTGGTCCCCAGACAACAAG-3’ 

Geri 5’-GCGATCGTCACTGTTCTCCAATCCAGTTCGTCCTGTTCAGAGC-3’ 

Geri* 5’-GCGATCGTCACTGTTCTCCAGTCTTCACAGCCACTTGCAG-3’ 

75.6 

76.1 

75.6 

379 

TFG-ALK 

3:20 

 

İleri 5’-AAGACTCGGCAGCATCTCCATTGCAATTCAGTGCAGTAGGA-3’ 

Geri 5’-GCGATCGTCACTGTTCTCCAATCCAGTTCGTCCTGTTCAGAGC-3’ 

Geri* 5’-GCGATCGTCACTGTTCTCCAGTCTTCACAGCCACTTGCAG-3’ 

73.5 

76.1 

75.6 

361 

KIF5B-ALK 

15:20 

İleri 5’-AAGACTCGGCAGCATCTCCAAACGAGCAGCTGAGATGATG-3’ 

Geri 5’-GCGATCGTCACTGTTCTCCAATCCAGTTCGTCCTGTTCAGAGC-3’ 

74.6 

76.1 

399 
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 Geri* 5’-GCGATCGTCACTGTTCTCCAGTCTTCACAGCCACTTGCAG-3’ 75.6 

KIF5B-ALK 

17:20 

 

İleri 5’-AAGACTCGGCAGCATCTCCAAATCTGTCGATGCCCTCAGT-3’ 

Geri 5’-GCGATCGTCACTGTTCTCCAATCCAGTTCGTCCTGTTCAGAGC-3’ 

Geri* 5’-GCGATCGTCACTGTTCTCCAGTCTTCACAGCCACTTGCAG-3’ 

74.6 

76.1 

75.6 

367 

KIF5B-ALK 

24:20 

 

İleri 5’-AAGACTCGGCAGCATCTCCATCGCATAAAGGAAGCAGTCA-3’ 

Geri 5’-GCGATCGTCACTGTTCTCCAATCCAGTTCGTCCTGTTCAGAGC-3’ 

Geri* 5’-GCGATCGTCACTGTTCTCCAGTCTTCACAGCCACTTGCAG-3’ 

73.6 

76.1 

75.6 

381 

KIF5B-RET 

15:11 

İleri 5’-AAGACTCGGCAGCATCTCCAAACGAGCAGCTGAGATGATG-3’ 

Geri 5’-GCGATCGTCACTGTTCTCCAAGGATCTTGAAGGCATCCAC-3’ 

74.6 

74.6 

338 

KIF5B-RET 

24:11 

İleri 5’-AAGACTCGGCAGCATCTCCATCGCATAAAGGAAGCAGTCA-3’ 

Geri 5’-GCGATCGTCACTGTTCTCCAAGGATCTTGAAGGCATCCAC-3’ 

73.6 

74.6 

320 

KIF5B-RET 

1:12 

İleri 5’-AAGACTCGGCAGCATCTCCAGCCGAGTGCAACATCAAAG-3’ 

Geri 5’-GCGATCGTCACTGTTCTCCAGATGACATGTGGGTGGTTGA-3’ 

74.7 

74.6 

344 

KIF5B-RET 

15:12 

İleri 5’-AAGACTCGGCAGCATCTCCAAACGAGCAGCTGAGATGATG-3’ 

Geri 5’-GCGATCGTCACTGTTCTCCAGATGACATGTGGGTGGTTGA-3’ 

74.6 

74.6 

310 

KIF5B-RET 

16:12 

İleri 5’-AAGACTCGGCAGCATCTCCAGGTGAAACGTTGCAAGCAG-3’ 

Geri 5’-GCGATCGTCACTGTTCTCCAGATGACATGTGGGTGGTTGA-3’ 

74.7 

74.6 

333 

KIF5B-RET 

18:12 

İleri 5’-AAGACTCGGCAGCATCTCCAAATCTGTCGATGCCCTCAGT-3’ 

Geri 5’-GCGATCGTCACTGTTCTCCAGATGACATGTGGGTGGTTGA-3’ 

74.6 

74.6 

450 

KIF5B-RET 

22:12 

İleri 5’-AAGACTCGGCAGCATCTCCAGGGTTTGGAAGAGACAGTGG-3’ 

Geri 5’-GCGATCGTCACTGTTCTCCAGATGACATGTGGGTGGTTGA-3’ 

75.6 

74.6 

321 

KIF5B-RET 

23:12 

İleri 5’-AAGACTCGGCAGCATCTCCATGTTCAGGACCTGGCTACAA-3’ 

Geri 5’-GCGATCGTCACTGTTCTCCAGATGACATGTGGGTGGTTGA-3’ 

74.6 

74.6 

366 

CCDC6-RET 

1:12 

İleri 5’-AAGACTCGGCAGCATCTCCAGCAAGAGAACAAGGTGCTGA-3’ 

Geri 5’-GCGATCGTCACTGTTCTCCA GATGACATGTGGGTGGTTGA-3’ 

76.3 

76.1 

384 

SLC34A2-

ROS1 4:32 

İleri 5’-AAGACTCGGCAGCATCTCCAAGTGGTCAGAGAGAGACACC-3’ 

Geri 5’-GCGATCGTCACTGTTCTCCATGGACTTCCATGTGCAAACA-3’ 

74.9 

74.9 

412 

SLC34A2-

ROS1 4:34 

İleri 5’-AAGACTCGGCAGCATCTCCAAGTGGTCAGAGAGAGACACC-3’ 

Geri 5’-GCGATCGTCACTGTTCTCCAGCTCAGCCAACTCTTTGTCT-3’ 

76.0 

74.2 

411 

SDC4-ROS1 

2:32 

İleri 5’-AAGACTCGGCAGCATCTCCAGAGTCGATCCGAGAGACTGA-3’ 

Geri 5’-GCGATCGTCACTGTTCTCCATGGACTTCCATGTGCAAACA-3’ 

75.5 

76.3 

379 

SDC4-ROS1 

3:32 

İleri 5’-AAGACTCGGCAGCATCTCCATCCCCAAGAGAATCTCACCC-3’ 

Geri 5’-GCGATCGTCACTGTTCTCCATGGACTTCCATGTGCAAACA-3’ 

76.1 

76.3 

361 

SDC4-ROS1 

4:34 

İleri 5’-AAGACTCGGCAGCATCTCCACATCCCTTGGTGCCTCTAGA-3’ 

Geri 5’-GCGATCGTCACTGTTCTCCAGCTCAGCCAACTCTTTGTCT-3’ 

74.6 

74.6 

399 

CD74-ROS1 

6:32 

İleri 5’-AAGACTCGGCAGCATCTCCACGGAGAACCTGAGACACCTT-3’ 

Geri 5’-GCGATCGTCACTGTTCTCCATGGACTTCCATGTGCAAACA-3’ 

75.6 

74.6 

367 

CD74-ROS1 

6:34 

İleri 5’-AAGACTCGGCAGCATCTCCACGGAGAACCTGAGACACCTT-3’ 

Geri 5’-GCGATCGTCACTGTTCTCCAGCTCAGCCAACTCTTTGTCT-3’ 

75.5 

76.3 

381 

EZR-ROS1 

10:34 

İleri 5’-AAGACTCGGCAGCATCTCCAAGAAGGCAGAGAGAGAGCTC-3’ 

Geri 5’-GCGATCGTCACTGTTCTCCAGCTCAGCCAACTCTTTGTCT-3’ 

76.1 

76.3 

338 

LRIG3-ROS1 

16:35 

İleri 5’-AAGACTCGGCAGCATCTCCAGACCAACTTGCCAGCAGATA-3’ 

Geri 5’-GCGATCGTCACTGTTCTCCAGCAGAGTCAGTTTTTCCCGA-3’ 

76.3 

76.3 

360 

TPM3-ROS1 

8:35 

İleri 5’-AAGACTCGGCAGCATCTCCAAAGTGTTCTGAGCTGGAGGA-3’ 

Geri 5’-GCGATCGTCACTGTTCTCCAGCAGAGTCAGTTTTTCCCGA-3’ 

76.1 

75.6 

362 

GOPC-ROS1 

4:36 

İleri 5’-AAGACTCGGCAGCATCTCCAATAGCTGTTCTCCAGGCTGA-3’ 

Geri 5’-GCGATCGTCACTGTTCTCCAGGGGTTCATTCAGCAGACAA-3’ 

75.3 

76.3 

375 

GOPC-ROS1 

8:36 

İleri 5’-AAGACTCGGCAGCATCTCCAGGTAACCCTGGTGCTAGTTG-3’ 

Geri 5’-GCGATCGTCACTGTTCTCCAGGGGTTCATTCAGCAGACAA-3’ 

76.3 

77.2 

385 
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4.2.2 DNA İzolasyonu 

Deneylerde kullanılacak DNA örneğinin anonimize kan örneklerinden izolasyonu için 

RTA DNA izolasyon kitive aşağıdaki yöntem uygulandı: 

 DNA izolasyonu yapılacak anonimize edilmiş kan örneğinden 200 µl alınarak 

1.5ml’lik ependorf tüpün içine aktarıldı.  

 Örneğin üzerine 20µl proteinaz K ve 200µl Buffer B eklendi. Tüp orta şiddette 

vorteks ile karıştırıldı.  

 Bu esnada elüsyon tamponu 65oC’de ısı bloğunda her örnek için 200µl olacak 

miktarda ısınmaya bırakıldı.  

 Numunenin olduğu tüp ısı bloğu üzerinde 65oC’de 15 dakika inkübasyona bırakıldı.  

 15 dakikanın sonunda karışımın üzerine 260µl %100’lük EtOH eklenerek tekrar 

orta şiddette vorteks ile karıştırıldı.  

 Karışımın tümü toplama tüpüne yerleştirilen spin kolona aktarıldı. Toplama tüpü 

içindeki spin kolonu mini santrifüjde 13000 rpm’de 75 saniye döndürüldü. 

Toplama tüpü içinde biriken sıvı ile birlikte atıldı.  

 Spin kolonu yeni bir toplama tüpüne geçirilerek üzerine 700µl yıkama tamponu I 

eklendi. Toplama tüpü içindeki spin kolonu mini santrifüjde 13000 rpm’de 75 

saniye döndürüldü. Toplama tüpü içinde biriken sıvı ile birlikte atıldı.  

 Spin kolonu yeni bir toplama tüpüne geçirilerek üzerine 700µl yıkama tamponu II 

eklendi. Toplama tüpü içindeki spin kolonu mini santrifüjde 14000 rpm’de 75 

saniye döndürüldü. Toplama tüpü içinde biriken sıvı ile birlikte atıldı.  

 Spin kolonu yeni bir toplama tüpüne geçirilerek mini santrifüjde 14000 rpm’de 75 

saniye tekrar döndürüldü. Toplama tüpü içinde biriken sıvı ile birlikte atıldı. 

 Spin kolonu 1.5ml’lik üzeri etiketlenmiş olan ependorf tüpe yerleştirildi. Üzerine 

ısı bloğunda bekletilmiş olan elüsyon tamponundan 200µl eklenerek 30 saniye oda 

sıcaklığında bekletildi.  

 Oda sıcaklığında bekleyen spin kolonu mini santrifüjde 14000 rpm’de 75 saniye 

döndürüldü. Döndürme sonrasında spin kolonu atılarak ependorfta biriken DNA 

örneği daha sonraki aşamalarda kullanılmak üzere -20 oC’de saklandı. 
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4.2.3 Primerlerin validasyonu 

4.2.3.1 PCR 

Tasarlanan primerler ile her amplikon ayrı bir reaksiyon tüpünde olacak şekilde aşağıdaki 

PCR koşullarında çoğaltıldı.  

Füzyon mutasyonları için tasarlanan primerlerde kalıp DNA olarak oluşturulan 

polinükleotitler kullanıldı. 

Çizelge 4.7.Mutasyon bölgelerini çoğaltmak için PCR’da kullanılan kimyasallar 

Kullanılan kimyasal Hacim 

Taq PCR tamponu (10X) 1.5 µl 

dNTP (2.5 mM) 1.5 µl 

MgCl2 (25 mM) 1.5 µl 

kalıp DNA (~30ng) 2.0 µl 

İleri primer (10 µM) 1.0 µl 

Geri primer (10 µM) 1.0 µl 

DNA polimeraz 5U 0.15 µl 

dH2O 6.35 µl 
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Çizelge 4.8. Mutasyon bölgelerini çoğaltmak için PCR’da kullanılan ısı döngüsü 

PCR programı  

Sıcaklık Süre 

94 ºC denatürasyon 3 dakika 

94 ºC denatürasyon 30 saniye 35 

döngü 
65 ºC hibridizasyon 30 saniye 

72 ºC uzama 1 dakika 45 saniye 

72 ºC final uzama 10 dakika 

4 ºC ∞ 

 

PCR ürünleri agaroz jel elektroforezinden geçirilerek kontrol edildi. Füzyon varyantlarının 

kontrolü için PCR ürünleri ile birlikte kalıp DNA olarak kullanılan polinükleotitler de 

elektroforezden geçirilerek bantların şiddeti karşılaştırıldı. PCR ürünleri bir sonraki 

aşamada kullanıma kadar -20 oC’ta saklandı. 

4.2.3.2 Agaroz Jel Elektroforez 

Agaroz jel elektroforezi ile görüntülemeler için aşağıdaki protokol uygulandı. 

 Ara stok tamponu olarak 5X TBE tamponu için 54gr Tris bazik, 27.5gr borik asit 

ve 2.72gr EDTA aynı kapta karıştırıldı. Karışım distile su ile 1lt’ye tamamlandı.  

 Hazırlanan 5X TBE tamponundan 1X TBE tamponu hazırlamak için 125ml 5X 

TBE, 500ml distile su ile karıştırıldı.  

 %3’lük agaroz jel hazırlamak için beher içinde 4.05gr agaroz, 108ml distile su ve 

27ml 5X TBE tamponu ile karıştırıldı. Karışımın olduğu beher mikrodalga fırında 

homojen bir karışım elde edilinceye kadar ısıtıldı. Mikrodalga fırından çıkarılan 

beherde, ortalama 600C’ye gelen karışım içine 7µl EtBr ilave edilip karıştırıldı.  

 EtBr eklenen karışım soğumakta iken tarak yerleştirilmiş yatay elektroforez 

tankının kasetine içinde baloncuk kalmayacak şekilde döküldü. Jel oda ısısında 

bekletilerek donmaya bırakıldı.  
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 Elektroforez tankının içi 1X TBE tamponu ile jelin üzerini örtecek seviyeye kadar 

dolduruldu.  

 1µl DNA moleküler ağırlık belirteci 4µl distile su ve 1µl DNA yükleme boyası ile 

karıştırıldıktan sonra ilk kuyuya aktarıldı.  

 Yürütülecek DNA örnekleri parafilm yüzey üzerinde 1µl (6X) DNA yükleme 

boyasına 4µl DNA örneği olacak şekilde pipet yardımı ile karıştırıldı ve her bir 

kuyuya sırasıyla aktarıldı.  

 Hazır hale geldikten sonra elektroforez tankı 110V’ta 45dakika boyunca 

çalıştırılarak DNA örnekleri yürütüldü.  

 45 dakikanın sonunda jelin UV görüntüleyici (Alpha Innotech, FluorChem FC) ile 

fotoğrafı çekildi.  

4.2.4 Multipleks PCR 

Nokta mutasyonu için toplam 8 gen ve 16 bölgeyi içeren pirmerler KHDAK tedavisinde 

önem arz eden ve görülme sıklığına göre iki pleks oluşturacak şekilde gruplandı. Buna 

göre BRAF ekzon 11, 15; EGFR ekzon 18, 19, 20, 21 ve KRAS ekzon 2 ve 3 ile birinci 

pleks, AKT1 ekzon 4; ALK ekzon 22, 23, 25; HER2 ekzon 20; MEK1 ekzon 2 ve PIK3CA 

ekzon 9 ve 20 ile ikinci pleks oluşturuldu.  

Füzyon mutasyonları ALK’nın oluşturduğu füzyon varyantları ile ROS1 ve RET’in 

oluşturduğu füzyon varyantları iki pleks olacak şekilde gruplandı. Buna göre ALK’nın 

EML4 ile yaptığı 10 füzyon varyantı, TFG ile yaptığı 1 füzyon varyantı ve KIF5B ile 

yaptığı 3 füzyon varyantı birinci pleksi; RET’in KIF5B ile yaptığı 8 füzyon varyantı, 

CCDC6 ile yaptığı 1 füzyon varyantı, ROS1’inSLC34A2 ile yaptığı 2 füzyon varyantı, 

SDC4 ile yaptığı 3 füzyon varyantı, CD74 ile yaptığı 2 füzyon varyantı, EZR ile yaptığı 1 

füzyon varyantı, LRIG3 ile yaptığı 1 füzyon varyantı, TPM3 ile yaptığı 1 füzyon varyantı 

ve GOPC ile yaptığı 2 füzyon varyantı ikinci pleksi oluşturdu. 

Nokta mutasyonlar için iki pleks halinde gruplandırılan primerler ile oluşturulan 

amplikonlar her primerden eşit konsantrasyonda olacak şekilde aşağıdaki koşullarda 

çoğaltıldı.  

Füzyon mutasyonları için aynı pleks içinde aynı füzyon partneri varyantları için ortak olan 

primerler tüm primerler ile eşit konsantrasyonda alındı. Farklı füzyon partnerleri için ortak 

olan primerler ise diğer primerlerin konsantrasyonunun füzyon partneri sayısı katı kadar 

alındı. 
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Çizelge 4.9.Mutasyon bölgelerini çoğaltmak için multipleks PCR’da kullanılan kimyasallar 

Kullanılan kimyasal Hacim 

Taq PCR tamponu (10X) 1.5 µl 

dNTP (2.5 mM) 1.5 µl 

MgCl2 (25 mM) 1.5 µl 

kalıp DNA (~30ng) 2.0 µl 

İleri primer (10 µM) 2.4 µl 

Geri primer (10 µM) 2.4 µl 

DNA polimeraz 5U 0.15 µl 

dH2O 3.55 µl 

 

Çizelge 4.10.Mutasyon bölgelerini çoğaltmak için multipleks PCR’da kullanılan ısı 

döngüsü 

PCR programı  

Sıcaklık Süre 

94 ºC denatürasyon 3 dakika 

94 ºC denatürasyon 30 saniye 35 

döngü 
65 ºC hibridizasyon 30 saniye 

72 ºC uzama 1 dakika 45 saniye 

72 ºC final uzama 10 dakika 

4 ºC ∞ 

 

Nokta mutasyonları için elde edilen PCR ürün boylarının birbirine yakın uzunlukta olması 

nedeni ile her amplikonun elde edilip edilmediği, her primer çifti ile ayrı reaksiyonlarda ve 



4-27 

 

aynı koşullarda ikinci bir PCR uygulanarak kontrol edildi. Elde edilen PCR ürünleri agaroz 

jel elektroforezi sonrası görüntülendi. 

Füzyon mutasyonları için amplikonların elde edilip edilmediğinin kontrolü için PCR 

ürünleri ile birlikte kalıp DNA olarak kullanılan polinükleotitler de elektroforezden 

geçirilerek bantların şiddeti karşılaştırıldı 

4.2.4.1 Multipleks Polimeraz Zincir Reaksiyonu Optimizasyonu 

Multipleks PCR yöntemi ile çoğaltılan amplikonların PCR optimizasyonu için standart 

koşul olarak primer validasyonunda kullanılan aynı koşullar kullanıldı.  

Standart koşullara ilave olarak primerlerin konsantrasyonu 0.1µM ve 0.3µM, MgCl2’nin 

konsantrasyonu 1.2mM ve 1.8mM, dNTP konsantrasyonu 0.9mM ve 1.8mM, PCR 

tamponunun konsantrasyonu 0.75X ve 3X olacak şekilde değiştirilerek farklı koşulların 

PCR ürünlerine etkilerine bakıldı. PCR’dan çıkan tüpler barkodlama yapılmak üzere -20 

oC’da saklandı. 

4.2.5 Barkodlama 

Illumina Miseq’te paralel okuma sonrası farklı PCR ürünlerinin ayırt edilebilmesi için 

Multiplicom’un kiti kullanılarak aşağıdaki protokole göre barkodlama işlemi yapıldı. 

PCR sonrası elde edilen ürünler 98µl PCR gradient su içine 2µl PCR ürünü olmak üzere 

seyreltildi.  

Çizelge 4.11.Barkodlama için PCR’da kullanılan kimyasallar 

Kullanılan kimyasal Hacim 

Universal Buffer (multiplicom) 10 µl 

Amplification reagent (multiplicom) 10 µl 

MID primer p5 (multiplicom) 2.0 µl 

MID primer p7 (multiplicom) 2.0 µl 

PCR ürünü  1.0 µl 

Taq polimeraz (multiplicom) 0.125 µl 
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Çizelge 4.12. Barkodlama için PCR’da kullanılan ısı döngüsü 

PCR programı  

Sıcaklık Süre 

98 ºC denatürasyon 10 dakika 

95 ºC denatürasyon 45 saniye 20 

döngü 
64 ºC hibridizasyon 45 saniye 

68 ºC uzama 2 dakika  

72 ºC final uzama 10 dakika 

4 ºC ∞ 

 

PCR’dan çıkan tüpler purifikasyon yapılmak üzere -20 oC’da saklandı. 

4.2.6 Purifikasyon 

 Her amplikon için pürifiye edilmiş barkodlu PCR ürünleri yaklaşık olarak aynı 

miktarda olacak oranda pleksler birleştirildi ve vorteksle karıştırıldı.  

 24µl AmPure bead 1.5’lik ependorf tüpe kondu. AmPure beadlerin üzerine 

birleştirilen PCR ürünlerinden 30µl ilave edilip orta şiddette vorteksle karıştırıldı 

ve oda ısısında 5 dakika beklemeye bırakıldı.  

 Oda ısısında bekletilen karışım manyetik DynaMag üzerine yerleştirilerek 5 dakika 

oda ısısında bekletildi.  

 Tüplerin içinde manyetik beadlerin yüzeye çekilmesinin ardından berrak hale gelen 

sıvı kısım pipet ile çekilerek atıldı.  

 Her tüpün üzerine 200µl %70 taze hazırlanmış EtOH eklendi ve tekrar Dyna Mag 

üzerine yerleştirildi. Manyetik beadler yüzeye çekilinceye kadar bekletildikten 

sonra supernatant pipetle çekilerek atıldı.  

 Her tüpün üzerine tekrar 200µl %70 taze hazırlanmış EtOH eklendi ve Dyna Mag 

üzerine yerleştirildi. Manyetik beadler yüzeye çekilinceye kadar bekletildikten 

sonra supernatant tekrar pipetle çekilerek atıldı. Beadlerin üzerinde kalmış olan 

nem buharlaşıncaya kadar tüplerin kapakları açık olarak bekletildi.  
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 Beadlerin üzerindeki nem yeterince buharlaştıktan sonra 20µl distile su eklendi ve 

vorteksle iyice karıştırıldı. Su eklenen beadler DynaMag üzerine yerleştirildikten 

sonra yüzeye çekilinceye kadar bekletildi.  

 Beadler yüzeye çekildikten sonra süpernatant pipetle çekilerek üzeri etiketlenmiş 

tüplere purifiye edilmiş DNA olarak aktarıldı. 

4.2.7 Sekanslama 

 Purifiye edilmiş PCR ürünlerinin NanoDrop ile konsantrasyonları ölçüldü.  

 Illumina MiSeq ile dizilemede her amplikondan yaklaşık olarak 4nM 

konsantrasyonda olacak şekilde 1XTE tampon ile seyreltildi.  

 MiSeq platformunda dizileme aşamasına girecek olan aynı konsantrasyondaki tüm 

amplikonlar Illumina MiSeq’in protokolüne göre birleştirildi.  

4.2.7.1 MiSeq 

Hazırlanmış olan amplikon kütüphanesini sekanslamaya hazırlamak için Illumina MiSeq 

koşum protokolü uygulandı.  

 10N NaOH seyreltilerek taze 0.2N NaOH hazırlandı.  

 Mikrosantrifüj tüpü içerisinde 5µl (4 nM) DNA örneği ile 5µl (0.2N) NaOH 

birleştirildi. Karışım vorteksle kısaca karıştırılıp 1 dakika boyunca 280xg santrifüj 

edildi ve oda sıcaklığında 5 dakika denatüre olması için inkübasyona bırakıldı. 

 Denatüre olan 10µl DNA örneği buzları önceden çözülmüş olan 990µl HT1 

tamponu ile karıştırıldı ve 1mM NaOH ile 20pM denatüre kütüphane elde edildi ve 

karışım bir sonraki aşamaya kadar buzda bekletildi.  

 360µl 20 pM denatüre DNA ile 540µl buzları çözünmüş HT tamponu birleştirilerek 

8pM’e seyreltildi.  

Sekanslama esnasında kullanılmak üzere PhiX kontrol kütüphanesi hazırlandı.  

 2µl (10nM) PhiX kütüphanesi ile 3µl 10mM Tris-Cl ve pH 8.5’te %0.1 Tween 20 

ile karıştırılarak 4nM PhiX kütüphanesi hazırlandı.  

 5µl 4nM PhiX kütüphanesi ile 5µl 0.2N NaOH birleştirildi. 2nM PhiX karışımı 

kısaca vorteks ile karıştırılarak 1 dakika boyunca 280xg santrifüj edildi ve oda 

sıcaklığında 5 dakika denatüre olması için inkübasyona bırakıldı.  
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 Denatüre olan 10µl PhiX kütüphanesi ile buzları önceden çözülmüş olan 990µl 

HT1 tamponu ile karıştırıldı ve 1mM NaOH konsantrasyonunda 20pM denatüre 

PhiX kütüphanesi elde edildi.  

 20pM PhiX kütüphanesinden 62.5µl alınarak 37.5µl buzları çözünmüş HT1 

tamponu karıştırılarak 12.5µl PhiX kütüphanesi elde edildi.  

 Son aşama olarak 33µl 12.5µl PhiX kütüphanesi ile 627µl danatüre DNA örneği 

birleştirildi ve vorteksle karıştırılarak yüklemeye hazır hale getirildi.  

4.2.8 Dizinin Analizi 

Birleştirilen ve Illumina MiSeq’e yüklenen DNA örneği SeqPilot (JSI medical systems 

GmbH, version 4.1.2) yazılımı ile analiz edildi. Elde edilen amplikon sayıları grafik haline 

getirildi. Her amplikonun okuma sayısı ile pleks içi ve pleksler arası ortalama okuma 

sayıları hesaplandı. Amplikon okuma sayılarının birbirleri ile uyumuna yine pleks içi ve 

pleksler arası varyasyon katsayıları hesaplanarak bakıldı. Pleks içi okuma sayılarının 

standart sapması hesaplandı ve pleks içi aritmetik ortalamasına bölünerek pleks içi 

varyasyon katsayıları elde edildi. Aynı şekilde pleksler arası okuma sayılarının tümü 

alınarak standart sapma hesaplandı ve tüm okuma sayılarının aritmetik ortalamasına 

bölünerek pleksler arası varyasyon kat sayıları elde edildi. 

4.2.9 Multipleks PCR Validasyonu 

Nokta mutasyonu için tasarlanan primerlerin multipleks PCR validasyonu için EGFR 

mutasyonu olduğu bilinen anonimize DNA örnekleri kullanıldı.  

Füzyon mutasyonları için tasarlanan primerlerin multipleks PCR validasyonu için 

tasarlanan polinükleotid dizileri kullanıldı.  
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5 ARAŞTIRMA BULGULARI 

5.1 Primerlerin Validasyonu 

Nokta mutasyonları için tasarladığımız primerlerin multipleks PCR öncesinde istenilen 

bölgeyi çoğaltıp çoğaltmadığının kontrolü için her primer çifti için ayrı tüplerde PCR 

uygulandı. Elde edilen PCR ürünlerin %3’lük agaroz jel elektroforezinden sonra UV 

görüntüleyicide fotoğrafları çekildi. 

 

Şekil 5.1.Pleks 1 primerleri ile tekli olarak çoğaltılan nokta mutasyonu bölgelerinin jel 

görüntüsü 
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Şekil 5.2.Pleks 2 primerleri ile tekli olarak çoğaltılan nokta mutasyonu bölgelerinin jel 

görüntüsü 

5.2 Multipleks PCR Validasyonu 

Multipleks PCR olarak çoğaltılan bölgelerin birbirlerine yakın uzunlukta olması nedeni ile 

agaroz jel elektroforezinde ayırt etmek mümkün olmadığı için primer çiftleri ayrı ayrı 

kullanılarak her bölge multipleks PCR ürününden tekrar çoğaltıldı. Çoğaltılan bölgelerin 

%3’lük agaroz jel elektroforezinden sonra görüntüleri çekildi. 

 

Şekil 5.3.Multipleks olarak çoğaltılan nokta mutasyonu bölgelerinin jel görüntüsü 

5.3 Multipleks PCR Optimizasyonu 

Primerlerin validasyonunda kullanılan PCR koşulları standart olarak kabul edilerek 

multipleks PCR aşamasında farklı PCR koşulları uygulandı. İlk PCR’dan elde edilen 

ürünlere ikinci PCR ile barkodlama işlemi yapıldı. Barkodlama işlemi yapılan PCR 

ürünleri purifiye edilerek birleştirildi ve yüklemeye hazır amplikon kütüphanesi hazırlandı. 
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Hazırlanan kütüphane Illumina MiSeq ile dizileme çalışması yapıldı ve elde edilen okuma 

sayıları SeqPilot programı ile analiz edilerek grafikler çıkartıldı.  

 

Şekil 5.4. Multipleks PCR ile standart koşullarda amplikon okuma sayıları 

 

Şekil 5.5. Multipleks PCR ile düşük primer konsantrasyonunda amplikon okuma sayıları 
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Şekil 5.6. Multipleks PCR ile yüksek primer konsantrasyonunda amplikon okuma sayıları 

 

Şekil 5.7. Multipleks PCR ile düşük MgCl2 konsantrasyonunda amplikon okuma sayıları 
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Şekil 5.8. Multipleks PCR ile yüksek MgCl2 konsantrasyonunda amplikon okuma sayıları 

 

Şekil 5.9. Multipleks PCR ile düşük dNTP konsantrasyonunda amplikon okuma sayıları 
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Şekil 5.10. Multipleks PCR ile yüksek dNTP konsantrasyonunda amplikon okuma sayıları 

 

Şekil 5.11. Multipleks PCR ile düşük PCR tamponu konsantrasyonunda amplikon okuma 

sayıları 
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Şekil 5.12. Multipleks PCR ile yüksek PCR tamponu konsantrasyonunda amplikon okuma 

sayıları 

 

5.4 Amplikon Okuma Sayıları ve Varyasyon Katsayıları 

Illumina MiSeq ile dizileme çalışması yapılan örneklerin okuma sayıları SeqPilot yazılımı 

ile analiz edildi. Okuma sayılarının pleks içi ve pleksler arası uyumuna varyasyon 

katsayıları hesaplanarak bakıldı. Bunun için pleks içi okuma sayılarının aritmetik 

ortalaması alındı. Pleks içi okumaların standart sapmaları hesaplandıktan sonra ilgili 

pleksin aritmetik ortalamasına bölünerek varyasyon katsayısı elde edildi. Pleksler arası 

varyasyon katsayısı de aynı işlemlerle tüm amplikonların okuma sayılarının aritmetik 

ortalaması alınarak, tüm okumalar ile hesaplanan standart sapmaya bölünerek pleksler 

arası varyasyon katsayıları elde edildi. Pleks 1 içindeki varyasyon katsayıları 0.40 

civarında çıkarken pleks 2 içindeki varyasyon katsayıları 0.70 civarında çıkmıştır. Buna 

bağlı olarak pleksler arası varyasyon katsayıları 0.60 civarında elde edilmiştir. 
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Çizelge 5.1. Multipleks PCR ile standart koşullarda amplikon okuma sayıları ve pleks içi 

ve pleksler arası varyasyon katsayıları 

 

Çizelge 5.2. Multipleks PCR ile düşük primer konsantrasyonunda amplikon okuma sayıları 

ve pleks içi ve pleksler arası varyasyon katsayıları 
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Çizelge 5.3. Multipleks PCR ile yüksek primer konsantrasyonunda amplikon okuma 

sayıları ve pleks içi ve pleksler arası varyasyon katsayıları 

 

Çizelge 5.4. Multipleks PCR ile düşük MgCl2 konsantrasyonunda amplikon okuma 

sayıları ve pleks içi ve pleksler arası varyasyon katsayıları 
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Çizelge 5.5. Multipleks PCR ile yüksek MgCl2 konsantrasyonunda amplikon okuma 

sayıları ve pleks içi ve pleksler arası varyasyon katsayıları 

 

Çizelge 5.6. Multipleks PCR ile düşük dNTP konsantrasyonunda amplikon okuma sayıları 

ve pleks içi ve pleksler arası varyasyon katsayıları 
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Çizelge 5.7. Multipleks PCR ile yüksek dNTP konsantrasyonunda amplikon okuma 

sayıları ve pleks içi ve pleksler arası varyasyon katsayıları 

 

Çizelge 5.8. Multipleks PCR ile düşük PCR tamponu konsantrasyonunda amplikon okuma 

sayıları ve pleks içi ve pleksler arası varyasyon katsayıları 
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Çizelge 5.9. Multipleks PCR ile yüksek konsantrasyonunda amplikon okuma sayıları ve 

pleks içi ve pleksler arası varyasyon katsayıları 
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6 TARTIŞMA VE SONUÇ 

6.1 TARTIŞMA 

Akciğer kanserinin moleküler genetik temellerinin anlaşılması ile tedavi sürecinde kişiye 

yönelik uygulamaların faydaları da çeşitli çalışmalarda gösterilmeye başlamıştır. Klasik 

kemoterapi ilaçları ile karşılaştırıldığında, kişide bulunan mutasyona uğramış moleküler 

hedeflere karşı geliştirilen ilaçlar daha etkin sonuç vermektedir. Bu nedenle moleküler 

tedavi hedefi durumunda olan veya tedavide yönlendirici olabilecek genlerdeki 

mutasyonların taranmasında kullanılacak bir tanı yöntemi önem kazanmaktadır (53-55). 

Akciğer kanserinde, nokta mutasyonların tespitinde yaygın olarak sanger dizileme ve 

gerçek zamanlı PCR (RT-PCR) yöntemleri; füzyon mutasyonlarının tespitinde de yaygın 

olarak fluoresan in situ hibridizasyon (FISH) yöntemleri kullanılmaktadır. Bu çalışmada 

ise multipleks PCR ile çoğaltılan gen bölgelerindeki mutasyon tespiti için Illumina Miseq 

platformunda yeni nesil dizileme yöntemi geliştirilmiştir (56, 57). 

Sanger dizileme yönteminde yaklaşık 900 bp uzunluğundaki diziler okunabilmektedir. 

Genellikle bu dizilerin yaklaşık 50 bp uzunluğundaki ilk kısmı ve 900bp’in üzerindeki 

kısımları çoğunlukla okunamamaktadır. Kapiler elektroforez prensibi ile çalışan Sanger 

dizileme yönteminde 50 bp’den düşük uzunluklar ayırt edilememekte ve 900 bp’den 

yüksek uzunluklarda sekans PCR’ında kullanılan polimerazın verimi elde edilen sonuçları 

sınırlandırmaktadır. Bu çalışmada uyguladığımız yöntem ile yaklaşık olarak 300bp 

uzunluğundaki bölgeleri okuyor olmamıza rağmen sanger dizileme yönteminden üstün 

olarak yeni nesil sekanslamanın paralel okuma özelliği ile birden fazla bölge ve DNA 

barkodlama yöntemi ile farklı hastaların DNA örnekleri aynı test uygulaması içinde 

okunabilmektedir. Ayrıca tümör dokunun heterojenitesi nedeni ile tespit edilemeyen 

mutasyonlar yeni nesil dizileme yönteminde, paralel okuma özelliği ile yeni nesil 

dizilemenin test sonucunda elde edilen okuma sayıları içerisinde tespit edilebilmektedir. 

Buna ilave olarak tüm bölgelerin dizileme çalışması için yaklaşık 30ng gibi düşük 

miktarda DNA örneği ile çalışma imkanı sağlanabilmektedir(58-60). 

Gerçek zamanlı PCR yönteminde önceden belirlenmiş mutasyonlar için hassas sonuçlar 

elde edilebilmekte ancak dizi okuması gerçekleştirilmediği için önceden belirlenmemiş 

mutasyonlar tespit edilememektedir. Gerçek zamanlı PCR tekniğinde kullanılan problar ile 

primerin tasarlandığı ve mutasyon içeren bölgedeki nükleotid bazlarından kaynaklanan 

bağlanma sıcaklığındaki değişim sayesinde primer ile komplementer olmayan sekansın 
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daha geç çoğalması esasına dayanır. Bu yöntemde dizinin okunması gerçekleşmemekte, 

önceden belirlenmiş olan mutasyonların varlığı ya da yokluğu elde edilmektedir. Yeni nesil 

sekanslamada ise mutasyon bölgesinin dizisi okunduğu için önceden belirlenmemiş olan 

yeni mutasyonlar da ortaya çıkarılmaktadır(61, 62). 

Füzyon mutasyonları için FISH yöntemi standart tanı yöntemi olarak kullanılmaktadır. Bu 

yöntemde kullanılan ayrılmalı (break apart) problar ile gen yeniden düzenlenmesi tespit 

edilebilmekte ancak dizi ve füzyonun oluştuğu bölge hakkında bilgi vermemektedir. ALK 

füzyonlarında EML4 füzyon partnerinin yeniden düzenlenmesi EML4 geninin farklı 

bölgelerini içermesine karşılık ALK geninin kinaz bölgesi füzyonların hepsinde korunmuş 

durumdadır (63). Bu çalışmada seçilen varyantlar, tasarlanan primerlerle cDNA’dan 

çoğaltılarak, oluşan füzyonun dizisi hakkında da bilgi sağlayabilmektedir (64). 

Dizileme aşamasında Illumina Miseq platformunun kullanıldığı bu çalışmada küçük 

hücreli dışı akciğer kanserinde tedavi hedefi veya tedavide yönlendirici olabilecek gen 

bölgelerinin multipleks PCR yöntemi ile çoğaltılması gerçekleştirilmiştir. Multipleks PCR 

uygulaması normal PCR’da geçerli olan koşulların yanında multipleks PCR’da kullanılan 

primer çiftlerin birbirleri ile de uyumlu olmasını gerektirmektedir. Her primer çifti 

reaksiyon tüpünde yer alan dNTP, MgCl2 gibi kaynakları ortak olarak kullandığı için her 

primer çiftinin verimliliği birbiri ile dengeli olmalıdır. PCR yönteminin bir çeşidi olan 

multipleks PCR metodunda birden fazla primer çifti aynı reaksiyon içerisinde kullanılarak 

önemli ölçüde zaman ve kaynak kazanımı sağlamaktadır (65). Sağladığı avantajlar 

nedeniyle bu yöntem nokta mutasyonları, polimorfizm, gen delesyonları, niceliksel 

analizlerde ve mikrobiyolojide tür tespitinde kullanılmaktadır (66). 

Multipleks PCR optimizasyonunda primer konsantrasyonlarının kalıp DNA’ya oranı 

reaksiyon veriminde önemli rol oynamaktadır. Primer konsantrasyonunun kalıp DNA 

konsantrasyonundan 107 molar fazla olması ve kalıp DNA’dan bağımsız olarak primer 

konsantrasyonu 0.5µM’dan fazla olmaması PCR ürünlerinin verimini arttırmaktadır. Bizim 

çalışmamızda bu konsantrasyon her primer için 0.2µM olarak belirlenmiştir. Bu koşulların 

sağlanmadığı bir reaksiyon ortamında primer dimer oluşma şansı yükselmektedir. Buna 

bağlı olarak da reaksiyon sonunda beklenmeyen amplifikasyon ürünleri görülebilmektedir. 

Primer konsantrasyonunun kalıp DNA konsantrasyonuna oranının çok düşük olması ise 

ürünlerin beklenilenin aksine katlanarak artmamasına neden olmaktadır (67). 
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Primer dimer oluşumu gibi PCR’ı etkileyen ve özgül olmayan bağlanmaların önlenmesi 

için primer tasarımında primerin GC içeriği, bağlanma sıcaklığı, kalıp DNA ile eşlenik 

olması gibi parametrelerin dikkate alınması gerekmektedir (68). Spesifik olmayan 

bağlanmaların önüne geçmek için termal döngü öncesinde PCR’a yüksek sıcaklıkta 

başlanması primer dimer gibi spesifik olmayan bağlanmaların önlenmesini sağlayabilir 

(69).  

Birden fazla primer çiftinin kullanıldığı multipleks PCR tekniğinde her primer çiftinin 

ideal olarak eşit verimlilikte olması gerekmektedir. Her primer çiftinin eşit verimlilikte 

çalışması için bağlanma sıcaklıklarının birbirine mümkün olduğunca yakın olması 

gerekmektedir. Bağlanma sıcaklığı multipleks PCR içerisinde yer alan primer çiftlerinin 

verimliliğini etkileyen en önemli parametrelerden birisidir. Tüm primer çiftlerinin 

reaksiyon içinde bulunan sınırlı miktarda kaynak için birbiri ile yarış içinde olmasından 

dolayı bağlanma sıcaklığının yaklaşık olarak 4-60C düşürülmesi her primer çiftinin 

verimliliğinin dengelenmesini sağlayabilir. Bağlanma sıcaklığının yüksek olması 

durumunda bağlanma sıcaklığı düşük olan primer çiftleri bağlanma sıcaklığı yüksek olan 

primer çiftlerinin gerisinde kalarak olumsuz olarak etkilenmektedir. Bizim çalışmamızda 

bağlanma sıcaklığı 650C  olarak belirlendi. Ayrıca her primerin kendi içinde veya diğer 

primerler ile eşlenik dizi bulundurması da o primerin verimini düşüreceği için primerlerin 

kalıp DNA’da spesifik olarak bağlanacağı bölge dışında eşlenik dizi içermemesi 

gerekmektedir (70). Çoğaltılacak gen bölgesinin genomik DNA içinde psödogen gibi 

eşleniği olan bölgelerin olması durumunda o primerin spesifik olarak bağlanması beklenen 

bölgeyi çoğaltmasında veriminin düşmesine neden olabilir (71). Bizim çalışmamızda da 

PIK3CA geninin ekzon 9 bölgesi ile eşlenik olan psödogen bulunması nedeniyle bu primer 

çiftinin verimi düşük olduğu gözlemlenmiş ancak dizinin okunması açısından önemli bir 

engel teşkil etmemiştir.  

Kalıp DNA’nın düşük konsantrasyonda olması halinde kalıp DNA’nın özelliklerine bağlı 

olarak primer çiftlerinin kalıp DNA’da eşleniği olduğu bölgelere bağlanma verimini 

etkileyebilir. Ayrıca kalıp DNA’da hedef bölge durumunda olan dizinin yakın bölgelerinde 

bulunan GC içeriği gibi ikincil yapı oluşumunda etkili olan diziler bu bölgeyi hedef alan 

primerlerin hedef bölgeye erişimini etkilemektedir (72). 

Multipleks PCR tek reaksiyonda birden fazla bölgenin çoğaltılması hem zaman hem de 

kaynak bakımından normal PCR tekniğine göre avantaj sağlamaktadır. Ancak 
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optimizasyon aşaması tek primer çiftinin kullanıldığı normal PCR tekniğine göre daha 

fazla parametre içermektedir. Her primer çiftinin konsantrasyonu ilk seferde aynı miktarda 

alarak optimizasyona başlanmaktadır. Termal döngü koşulları optimize edildikten sonra 

hala bazı primer çiftlerinin diğerlerine göre daha fazla ürün vermesi durumunda primer 

konsantrasyonları değiştirilerek optimizasyona devam edilir. Buna göre diğer koşulların 

optimize edildiği durumda zayıf olan primer çiftlerinin konsantrasyonu arttırılır, güçlü olan 

primer çiftlerinin ise konsantrasyonları azaltılır. Primerlerin son konsantrasyonları 0.04µM 

ile 0.5µM arasında olmalıdır. Zayıf primerlerin konsantrasyonu 0.3µM ile 0.5µM arasında, 

güçlü primerlerin konsantrasyonu ise 0.04µM ile 0.4µM arasında olmalıdır. Primer 

dizisinin 5’ ucuna eklenen 20bp’lik bir uzantının multipleks PCR’da termal döngü, 

bağlanma sıcaklığı gibi reaksiyon koşullarının her primer çifti için aynı olmasını 

sağlayarak sadece primer konsantrasyonlarının değiştirilmesi ile her bölge için verimli 

çoğalma sağladığı gösterilmiştir (50, 51). Bizim çalışmamızda da barkodlama işlemi için 

her primerin 5’ ucuna 20bp’lik dizi eklenmesi optimizasyon sürecini kolaylaştırmıştır. 

Primer konsantrasyonları dışında reaksiyonda bulunan her bileşenin konsantrasyonunun 

farklı etkileri vardır. Bunlar arasında MgCl2 konsantrasyonu hem polimeraz enziminin 

çalışmasını sağladığı hem de dNTP ve primerlere bağlanması nedeni ile optimizasyon 

aşamasında ilk düşünülmesi gereken bileşenlerden birisidir. Düşük MgCl2 konsantrasyonu 

polimerazın çalışmasını etkileyerek yeterli ürünün oluşmamasına yol açar. Yüksek 

miktarda MgCl2 konsantrasyonu ise spesifik olmayan bağlanmalar oluşturarak 

beklenmeyen ürünlerin oluşmasına neden olabilir. MgCl2, dNTP’ye bağlandığı için yüksek 

dNTP konsantrasyonu muhtemelen polimerazın çalışmasını engelleyerek PCR 

reaksiyonunu durdurabilir. Bu nedenle dNTP konsantrasyonu MgCl2 konsantrasyonu ile 

uyumlu olmalıdır. 200µM dNTP için yaklaşık 1.5mM ile 2mM arasında MgCl2 birlikte 

verimli çalışmaktadır. MgCl2 dışında diğer önemli bir bileşen ise PCR tamponu içinde yer 

alan tuz konsantrasyonudur. Uzun PCR ürünü oluşturan primer çiftleri düşük tuz oranında 

daha iyi çalışırken kısa PCR ürünü oluşturan primer çiftleri yüksek tuz oranında daha iyi 

çalışmaktadır (50).  

Multipleks PCR optimizasyonunda PCR ürünlerinin boylarının farklı olması durumunda 

termal döngüde bağlanma sıcaklığı ve uzama süresi de etkili olmaktadır. Buna göre uzun 

ürünlerin diğerlerine göre daha az çoğalması durumunda uzama süresi arttırılarak, kısa 

ürünlerin diğerlerine göre daha az çoğalması durumunda ise bağlanma sıcaklığı 

düşürülerek çözüm bulunabilir (73). Bizim çalışmamızda tüm primer çiftlerinin PCR ürün 
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boyları birbirine yakın olduğu için optimizasyon sürecinde ilk kullandığımız bağlanma 

sıcaklığı ve süresi için 650C – 30 saniye ve uzama sıcaklığı ve süresi için 720C – 1 dakika 

45 saniye değerleri ile devam edilmiştir. 

Multipleks PCR tekniği birden fazla bölgenin aynı anda çoğaltılmasını sağlaması ile pek 

çok alanda kullanım değeri olan bir teknik olarak öne çıkmaktadır. Kullanılan bu yöntemle 

mikrobiyolojide birden fazla bakteri, virüs, fungal veya paraziter etken tek bir çalışmada 

ortaya konulabilmekte, klinik çalışmalarda birbiri ile ilişkili mutasyonlar tek panel 

içerisinde dizileme çalışması yapılabilmektedir. Bu çalışmada küçük hücreli akciğer 

kanserinde tedavi hedefi olan veya tedavide yönlendirici olan genlerin ilgili bölgelerini 

multipleks PCR yöntemi kullanarak çoğaltılması ile yeni nesil dizileme platformuna uygun 

bir tanı yöntemi geliştirilmiştir.  

6.2 SONUÇ 

Küçük hücreli dışı akciğer kanseri (KHDAK) tedavisinde yönlendirici olabilecek nokta, 

insersiyon/ delesyon ve füzyon mutasyonları veri bankaları kullanılarak taranmış ve nokta, 

insersiyon veya delesyon mutasyonu içeren 8 gen, ve füzyon mutasyonu oluşturan 3 gen 

için ilgili bölgeleri çoğaltacak primerler tasarlanmıştır. Primer tasarımında primerin 

termodinamik özellikleri dikkate alınarak her primerin aynı koşullar içinde aynı verimde 

çalışması göz önünde bulundurulmuştur. Primer tasarımında Primer3Plus programından 

faydalanmış, primer dimer ve sekonder yapı oluşturma potansiyelleri OligoAnalyzer 3.1 

programı kullanılarak test edilmiştir. Tasarlanan ileri ve geri primerlerin 5’ ucuna 

barkodlama işlemi için 20bp’lik DNA dizisi eklenmiştir. Her primer çifti multipleks PCR 

öncesinde çalışıp çalışmadığı ayrı olarak valide edilmiştir. Nokta, insersiyon veya delesyon 

mutasyonları için tasarlanan primerlerin validasyonunda kalıp DNA olarak anonimize kan 

örneklerinden izole edilen genomik DNA kullanılmıştır. Füzyon mutasyonları için 

tasarlanan primerlerin validasyonunda kalıp DNA olarak her füzyon partnerinden bir örnek 

olmak üzere hazırlanan polinükleotidler kullanılmıştır. Tekli validasyonun ardından 

multipleks PCR ile pleksler halinde gruplandırılan primerlerin birbirleri ile uyumlarına 

bakılmıştır. Farklı konsantrasyonlarda kullanılan PCR kimyasalları ile en iyi sonuç veren 

multipleks PCR koşulları belirlenmiştir. Primer konsantrasyonu, MgCl2 konsantrasyonu, 

dNTP konsantrasyonu ve PCR tampon konsantrasyonunun PCR ürünlerine etkilerine 

bakılmıştır. Barkodlama işlemi için ileri ve geri primerlerin 5’ ucuna takılan 20bp’lik DNA 

dizilerinin ve her amplikonun birbirine yakın uzunlukta olmasının optimizasyon sürecinde 

primer konsantrasyonu dışında diğer koşulların etkisini azalttığı görülmüştür. Belirlenen 
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PCR koşulları ile çoğaltılan mutasyon bölgelerine Multiplicom’un MID kitleri kullanılarak 

barkod DNA uzantıları takılmıştır. Elde edilen amplikon kütüphanesi birleştirilerek 

Illumina Miseq yeni nesil dizileme platformunda dizileme çalışması yapılmış ve elde 

edilen veriler SeqPilot programı ile analiz edilmiştir. Elde edilen okuma sayıları pleks içi 

ve pleksler arası varyasyon katsayıları hesaplanarak her primer çiftinin diğer primer çifti 

ile uyumuna bakılmıştır. Analiz sonuçlarına göre pleks1 için, pleks içi varyasyon katsayısı 

0.38, pleks2 için pleks içi varyasyon katsayısı 0.71 olarak tespit edilmiştir. Pleksler arası 

varyasyon katsayısı ise bu sonuçlara bağlı olarak 0.57 olarak tespit edilmiştir. 
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