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OZET
Yuksek Lisans Tezi
Akciger Kanserinde Molekiiler Tedavi Hedeflerinin Saptanmasit Amagli Ve Yeni Nesil

Dizileme Tabanli Tam Kiti

Tevfik Hatipoglu
Ankara Universitesi Biyoteknoloji Enstitiisi

Prof. Dr. F. Ajlan Tukin

Akciger kanseri tiim diinyada kanser nedenli 6liimler arasinda erkeklerde birinci kadinlarda
ikinci sirada yer almaktadir. Her yil diinya genelinde yaklasik 1,5 milyon 6liime neden
olan akciger kanseri kiiclik hiicreli ve kiigiik hiicreli dis1 akciger kanseri olmak {iizere iki
gruba ayrilmaktadir. Kiigiik hiicreli dis1 akciger kanseri (KHDAK) tiim akciger kanseri
vakalarinin yaklagik olarak %80’ini olusturmaktadir. KHDAK tedavisinde cerrahi,
radyoterapi ve kemoterapi yaninda son yillarda molekiiler diizeyde hedefe yonelik tedavi
yontemleri gelismektedir. KHDAK tedavisinde yol gosterici olan mutasyonlarin tek
seferde ve az miktarda DNA 6rnegi ile saptanmasi bu nedenle 6nem kazanmustir.

Bu tez ¢aligmasinin amaci kiigiik hiicreli dis1 akciger kanseri igin molekuler tedavi hedefi
olan mutasyonlarin tiimiiniin taninmasina yonelik yontem gelistirilmesidir. Bu amag
dogrultusunda; gen bolgelerinin ¢ogaltilmasina yonelik primerler tasarlanmis vebelirlenen
mutasyon bdlgelerinin multipleks PCR yontemi ile gogaltilmasi ve barkodlama islemi
sonrasinda yeni nesil dizileme platformu Illumina MiSeq ile dizileme c¢alismalari
gerceklestirilmistir. Sonu¢ olarak KHDAK ile iliskili olan EGFR, KRAS, AKT1, HER2,
PIK3CA, BRAF, MEK1 ve ALK genlerinde bulunan nokta mutasyonlarin genomik DNA
tizerinden ve ALK, ROS1 ve RET genlerinin olusturduklar: fiizyonlarin mRNA’dan elde
edilecek cDNA iizerinden multipleks PCR yontemi ile saptanmasini saglayacak yeni nesil

dizileme tabanli tan1 yontemi gelistirilmistir.
2016, 53 sayfa

Anahtar kelimeler: Kiiciik hiicreli dis1 akciger 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 Hatipoglu

Ankara University Biotechnology Institute

Supervisor: Prof. Dr. F. Ajlan Tukin

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.

2016, 53 pages
Keywords: Non small cell lung cancer; Next generation sequencing; EGFR; KRAS;
AKT1; HER2; PIK3CA; BRAF; MEK1; ALK; ROS1; RET
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TESEKKUR

“Akciger Kanserinde Molekiiler Tedavi Hedeflerinin Saptanmasi Amacgli Ve Yeni Nesil
Dizileme Tabanli Tami Kiti” konulu tez calismasimnin sec¢iminde, yiiriitiilmesinde,
sonuclandirilmasinda ve sonuglarinin degerlendirilmesinde maddi ve manevi destek ve
yardimlarim esirgemeyen degerli hocam saymm Prof.Dr. F.Ajlan TUKUN’e tesekkiir
ederim. Yapilan analizlerde her tiirli yardimi1 yapan, zaman harcayan, emek veren,
tecriibesini paylasan hocam Yrd.Do¢.Dr. Kivang BILECEN’e tesekkiir ederim. Tez
calismasi boyunca bana verdigi destek ve yardimlarindan dolayr degerli laboratuar
arkadaslarima tesekkiir ederim.

Tez ¢aligmasi boyunca her zaman yanimda olduklarini hissettigim aileme tesekkiir ederim.

Bu tez ¢alismasi Bilim, Sanayi ve Teknoloji Bakanligi’nin 0575.STZ.2013-2 kod numarast
ile SANTEZ projeleri kapsaminda sagladigi desteklerle gerceklestirilmistir.
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KHDAK Kiiciik hiicreli dist akciger kanseri

AKT1 V-Akt Murine Thymoma Viral Oncogene Homolog 1

ALK Anaplastic Lymphoma Receptor Tyrosine Kinase

BRAF B-Raf Proto-Oncogene, Serine/Threonine Kinase

EGFR Epidermal Growth Factor Receptor

HER2 Erb-B2 Receptor Tyrosine Kinase 2

KRAS Kirsten Rat Sarcoma Viral Oncogene Homolog

MEK1 Mitogen-Activated Protein Kinase Kinase 1
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RT-PCR Gergek zamanli PCR
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1 GIRIS

Kanser gelismis ve gelismekte olan iilkelerde saglik sorunlarinda oOnde gelen
hastaliklardandir. Kanserin tedavisinde kanserin tiirii, hastaligin hangi asamada teshis
edildigi, metastaz yapip yapmadigi gibi olgular belirleyici olmaktadir. Cerrahi yontemler,
radyoterapi ve kemoterapi gibi yontemler uygulamada faydali sonuglar verse de 6zellikle
ileri asama kanser olgularinda tedavi sinirli olarak saglanmaktadir. Gelismekte olan
molekiler yontemler ile kanser tedavisinde kisiye yonelik uygulamalar 6n plana
cikmaktadir. Kisiye yonelik uygulamalarda hastaligin ayirt edici yonlerinin biyobelirtegler
ile tanimlanabilmesi, mevcut olan ilaglardan kisiye yonelik en iyi se¢imin yapilabilmesi,
secilen ilacin yarar ve risk degerlendirmesi ile dozunun optimize edilmesi ve ilacin

etkinligi ve toksisitesinin tespiti gibi konular giindeme gelmektedir (1).

Kanser nedenli &liimlerde akciger kanseri en énde gelen kanser tiirlerindendir. Ileri evre
akciger kanserinde kemoterapi en temel tedavi yaklasimlarindan birisi olsa da molekiiler
hedefli tedaviler bu hastalarda gelisen yeni molekiiler ¢alismalar ile Gnem kazanmaktadir.
Bu tedavi yaklasiminin uygulanabilirliginde hastalikla iligkili mutasyonlarin
degerlendirilmesi i¢in uygulanan dizileme yontemi belirleyici olmaktadir. Sanger dizileme
yontemi yaygin bir yontem olarak kullanilmasia karsin klonal mutasyonlar i¢in diisiik
duyarliliktadir. Gelismekte olan yeni nesil dizileme platformlar: ise ¢oklu paralel dizileme
Ozellikleri ile bu alanda yeni olanaklar saglamaktadir. Tiimor dokudan alinan siirl
miktardaki biyopsi Orneginden ¢ok sayida mutasyon bolgesinin yiiksek ¢ozunirliikte

taranabilmesi ile kisiye yonelik en etkili ilacin se¢iminde yardimer olmaktadir (2).

Molekiiler tan1 yontemleri ile tlimoér dokusunda kanser olusumunda yer alan molekiiler
yolaklarin belirlenmesi ve ilag hedefi olabilecek veya bu yolaklar1 etkileyebilecek
mutasyonlarin saptanmasi da tedavi yontemlerinde belirleyici olmaktadir. Kiigiik hiicreli
dis1 akciger kanserinde, kanser dokusunda ekspresyonu degisen pek ¢ok gen olmasina
karsin bu ¢alisma kapsaminda ila¢ hedefi olan ve tedavide belirleyici olan genlerdeki
mutasyonlar i¢in tanit yontemi gelistirilmistir. Bu mutasyonlar arasinda EGFR, KRAS,
AKT1, FGFR1, HER2, PIK3CA, BRAF, MEK1 gibi genlerde yer alan nokta mutasyonlari
ve ALK, ROS1 ve RET genlerinin olusturdugu fiizyonlar bulunmaktadir(3).
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2 KURAMSAL TEMELLER

2.1 Kanser

Viicut igerisinde bulunan canli hiicreler normal yasam dongiisii igerisinde biiyiirler ve
boliinerek yeni hiicreleri olustururlar. Bu asamalar viicudun tiim organlarinda farklh
mekanizmalar sayesinde kontrol altinda gergeklesir. Kanser, bu kontroliin bozulmasi ve
hiicrenin siirekli boliinerek ¢ogalmasi sonucu olusur. Kanser hiicreleri ilk gelistikleri
yerlerden metastaz ile farkli yerlere yerlesebilir ve burada da ¢ogalmaya devam edebilir.
Kanser hem gelismis hem de gelismekte olan iilkelerde 6nemli bir hastalik yiikii teskil
etmektedir. Kanser sikligi, niifusun artmasi ve yasam siiresinin uzamasi ile birlikte artis
gostermektedir. Sigara yanmi sira ekonomik gelismislik ile birlikte artan obezite, sedanter
yagsam ve degisen lreme aligkanliklari gibi risk faktorleri de sikliin artmasina yol
acmaktadir. GLOBOCAN verilerine gore 2012 yilinda diinya genelinde yaklasik 14,1
milyon yeni kanser vakasi goriiliirken, kansere bagli yaklasik 8,2 milyon o6lim
gerceklesmistir. Kanserden kaynaklanan yiik yillar icinde az gelismis iilkeler yoniinde bir
degisim gostermistir. Mevcut kanser vakalarmin %357’sini ve kansere bagli oliimlerin

%65’ini az geligmis tilkeler olusturmaktadir (4).

2.1.1 Akciger Kanseri

Akciger kanseri kiiciik hiicreli ve kiigiik hiicreli dis1 olmak {izere iki sinifa ayrilir. Kiiciik
hiicreli dis1 akciger kanseri (KHDAK) tiim akciger kanserlerinin yaklasik %385 ini
olusturmaktadir. Kiiciik hiicreli dis1 akciger kanseri de histolojik tiirlerine gore skuamoz
hicreli karsinoma, blyuk hucreli karsinoma ve KHDAK’n yarisindan fazlasini olusturan

adenokarsinoma olmak tzere (¢ alt gruba ayrilir(5).

Akciger kanserinin en Onemli etiyolojik nedeninin sigara oldugu pek ¢ok arastirmada
gosterilmistir. Sigara disinda akciger kanserine yol agan diger cevresel faktorler arasinda
radyoizotoplar, hardal gazi, radon gazi, ashest, polisiklik aromatik hidrokarbonlar, nikel,

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

GLOBOCAN verilerine gore 2012 yilinda, diinya genelinde yaklasik 1.824.700 yeni
akciger kanseri vakasi goriiliitken yaklasik 1.589.900 akciger kanseri nedenli O6liim
gerceklesmistir. Goriilen yeni vakalarin 1.241.600’{inii erkekler olustururken 581.300’{inii
kadinlar olusturmaktadir. Gergeklesen dliimlerin ise 1.098.700’1linii erkekler olustururken
491.200’1inli kadinlar olusturmaktadir. Bu rakamlara gore goriilen yeni kanser vakalarinda

ve kanser nedenli Oliimlerde akciger kanseri erkeklerde birinci sirada yer alirken,
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kadinlarda goriilen yeni kanser vakalarinda meme ve kolon kanserinden sonra ugunci
sirada, kanser nedenli ger¢eklesen 6liimlerde ise meme kanserinden sonra ikinci sirada yer
almaktadir. Gelismis iilkelerde goriilen yeni kanser vakalarinda akciger kanseri erkeklerde
490.300 vaka ile prostat kanserinden sonra ikinci sirada yer alirken kadinlarda 267.900
vaka ile meme ve kolon kanserlerinden sonra tiigiincii sirada yer almaktadir. Gergeklesen
kanser nedenli 6limlerde ise, gelismis {lilkelerde, akciger kanseri erkeklerde 416.700 ve
kadinlarda 209.900 oliim ile diger kanser tiirleri arasinda birinci sirada yer almaktadir.
Gelismekte olan iilkelerde erkeklerde 751.300 yeni vaka ile akciger kanseri birinci sirada
yer alirken, kadinlarda 315.200 vaka ile meme ve serviks kanserlerinden sonra ugunci
sirada yer almaktadir. Kanser nedenli 6liimlerde ise gelismekte olan iilkelerde akciger
kanseri erkeklerde 682.200 6liim ile birinci sirada yer alirken kadinlarda 281.400 6lim ile

meme kanserinden sonra ikinci sirada yer almaktadir(4).

Saglik Bakanlhigi Kanserle Savas Dairesi verilerine gore akciger kanseri Tirkiye’de
erkeklerde %27,7 gibi bir oranla en sik goriilen birinci kanser tiiriiyken, kadinlarda %7,2
ile meme kanserinden sonra ikinci sirada yer almaktadir. Akciger kanserinde 5 yillik sag
kalim oran1 %9-20 arasindadir(7). Son yillarda hastaya saptanan mutasyonlara gore kisiye
0zel tedavilerin uygulanmasi, 5 yillik sag kalim oranlarinda olumlu sonuglar alinmasin

saglamaktadir (8).

2.1.2 Tedavi Hedefi Genler

Akciger kanserinin  tedavisinde cerrahi  girisim, radyoterapi ve kemoterapi
uygulanmaktadir. Kemoterapi klasik tedavi yontemi olmasina karsin molekiiler hedeflere
yonelik tedaviler etkinliginin klasik tedavilere gore daha yliksek olmasi ve yan etkilerinin
daha az olmasi nedeni ile tercih edilmektedir. Bu boliimde, KHDAK’de molekiiler hedef

olarak bugiine kadar tanimlanmis olan mutasyonlarin yer aldigi genler ve islevlerine

deginilecektir.
21.2.1 EGFR
Chr 7
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Sekil 2.1.EGFR geninin kromozomal yerlesimi (9).
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EGFR geni kromozom 7’nin pl1.2 bolgesinde yer alir. EGFR geni 28 ekzon ile 1210
amino asit uzunlugundaki transmembran EGFR proteinini kodlar. Epidermal Biiyiime
Faktori Reseptori (EGFR) EGFR/ERBB1, HER2/ERBB2/NEU, HER3/ERBB3 ve
HER4/ERBB4’li igeren tirozin kinaz ailesinin bir lyesidir (10). Epidermal Biyime
Faktort (EGF), EGFR’ye baglandiktan sonra, MAPK sinyal yolagin1 ve PI3K-Akt sinyal
yolagini aktive eder. Hiicrenin ¢ogalmasinda, yasamasinda, farklilasmasinda, apoptozunda
ve motilitesinde rol oynar (11). Kanser neovaskilarizasyonunda, invazyonunda ve

metastazinda etkili oldugu bilinmektedir.

0

EGFR

SOs
i PI3KCA
KRAS }
L AKT1 [ pTEN
BRAF '
M mTOR
MEK
L 4 Hiicre Sagkalimi
ERK

Hiicre Cogalmasi

Sekil 2.2. EGFR sinyal yolagi

EGFR genindeki mutasyonlar beyaz irk KHDAK hastalarinin %10’u ve sar1 irk KHDAK
hastalarinin  %40’inda goriilmektedir (12). EGFR mutasyonlart sigara igmeyenlerde,
adenokarsinoma histolojik yapisinda ve kadinlarda daha yaygindir (13). EGFR mutasyonu,
KRAS ve ALK gibi diger KHDAK onkogen mutasyonlart ile birlikte goriilmez. Klinik
Onemi olan mutasyonlar EGFR geninin tirozin kinaz bolgesini kodlayan 18-21. ekzonlari
arasinda bulunur. EGFR mutasyonlar1 ile KHDAK arasindaki baglantinin oldukca net
olarak gosterilmesi nedeniyle EGFR’nin rutin analizi klinik uygulamada tedavi stratejisini

belirlemektedir (14). Klinik 6nemi olan EGFR mutasyonlart EGFR proteinin kinaz
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aktivitesini arttirir ve EGFR mutasyonu olan tiimorlerde EGFR’ye 6zgii Tirozin kinaz
inhibitord (TKI) ilaglarin etkinligini saglar. En sik goriilen EGFR mutasyonlar1 ekzon 19
delesyonlar1 ile ekzon 21 L858R nokta mutasyonudur. EGFR mutasyonu olan olgularda
ekzon 19 delesyonu yaklasik olarak %45 oraninda ve ekzon 21 L858R nokta mutasyonu
%41 oraninda goriilmektedir (15). Diger daha az rastlanan ve EGFR kinaz aktivitesini
arttiran mutasyonlar %5’ten az goriiliir ve bunlar ekzon 18’de yer alan G719S/C/A ile
S720F, ekzon 20’deyer alan V765A, T783A, S768l ve ekzon 21’de yer alan L861Q/R
mutasyonlaridir (16). EGFR genindeki diger bazi mutasyonlar ise ilag¢ direncine neden olan
mutasyonlardir. En yaygin ilag direnci mutasyonu ekzon 20’deki T790M nokta
mutasyonudur ve EGFR TKI direnci kazanan KHDAK hastalarinin %50’sinde goriiliir.
Daha az goriinen diren¢ mutasyonlari ekzon 20 D770 N771 insersiyon mutasyonlarini ve
ekzon19 D761Y, ekzon 20 V769T ve ekzon 20 N771T nokta mutasyonlarini igermektedir
@a7).

EGFR hedefli ilaglar EGFR’nin kinaz bolgesine baglanarak kinaz aktivitesini inhibe
ederler. Gefitinib, erlotinib, icotinib ilk nesil EGFR TKI ila¢lardir ve bu inhibitérler EGFR
kinaz bolgesine geri doniisimlii baglanir (18). Afatinib, dacomitinib, neratinib ikinci nesil
EGFR TKI ilaglardir. Bu ilaglar ErbB ailesinden pek ¢ok reseptor hedefe karsi aktiftir ve

kinaz bdlgesine geri doniisiimsiiz baglanirlar (16).
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Sekil 2.1.KRAS geninin kromozomal yerlesimi (9).

KRAS geni 12. kromozomun p12.1 bolgesinde yer alir. KRAS geni 6 ekzon ile 189 amino
asit uzunlugundaki KRAS proteinini kodlar. Kristen Rat Sarkoma Viral Onkogen Homolog
(KRAS) kguk bir GTPaz olup RAS proto-onkogen ailesinin (KRAS, NRAS, HRAS) bir
uyesidir. PI3K-Akt yolagin1 aktive eder ve EGFR ve diger c¢esitli buylme faktorleri ile
indiiklenen MAPK sinyal yolaginin alt basamaklarinda yer alir. Hiicre ¢ogalmasi,

farklilasmasi ve hayatta kalmasinin diizenlenmesinde rol alir (19).

KRAS nokta mutasyonlart KHDAK hastalarinda en sik rastlanan onkogenik mutasyonlardir
ve adenokarsinomada ve sigara igenlerde goriilme sikligt %5-30’dur (20). KHDAK
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timorlerinde KRAS mutasyonlarinin %97’si ekzon 2’deki kodon 12 ve 13’te goriiliir ve
RAS GTPaz fonksiyonunu degistirerek RAS sinyalini aktif moda kilitler (21).
Transversiyon mutasyonlar1 (G’den T’ye veya G’den C’ye) cogunlukla sigara i¢enlerde
(%30-40) goriilirken tranzisyon (G’den A’ya) mutasyonlart ¢ogunlukla sigara
icmeyenlerde (%15) gorulir (22). EGFR TKI'ne karsi direnci olan vakalarin %25-351
aktive edici KRAS mutasyonunu tasir ve EGFR’nin alt basamaklarini aktive ettigi i¢in tek
ajanli EGFR TKI’ya kars1 direng olusmasina yol agar (19). Daha az rastlansa da KHDAK

tiimorlerinde kodon 61°de de aktive edici mutasyonlar olusabilir.

KRAS terapotik hedef olarak 6nemli kabul edildigi i¢in KRAS’a yonelik klinik ¢caligmalar
yaptlmistir. Gelistirilmis olan inhibitoérlerden bazilar1 KRAS sinyalizasyonunun alt
basamaklar1 olan RAF, MEK ve ERK i¢in umut verici olsa da KRAS i¢in heniiz ilag
gelistirilmemistir, ancak diger tirozin kinaz inhibitorlerine direng gelismesine yol actigi

i¢in tedavi kararinda 6nemlidir (23).
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Sekil 2.2.AKT1 geninin kromozomal yerlesimi (9).

AKT1 geni 14. kromozomun q32.33 bolgesinde yer alir. AKT1 geni 13 ekzon ile 480 amino
asit uzunlugundaki AKT1 proteinini kodlar. Ayni1 zamanda Protein Kinaz B (PKB) olarak
da bilinen AKT geni serin treonin protein kinaz B’yi kodlar. PI3K-Akt sinyal yolagina
aracilik eder (24). Bu yolak hiicre ¢ogalmasinda, hayatta kaliminda, farklilasmasinda,

tutunmasinda ve motilitesinde islev goriir(19).

AKT1 mutasyonlar1 KHDAK’ta ender bulunur ve goriinme sikligi %1°dir. AKT1
mutasyonlart skuamoz hiicreli karsinomada daha yaygindir (25). ALK mutasyonlar1 ALK
yeniden duizenlenmesi veya EGFR mutasyonlar1 gibi diger siriici (driver) onkogen
mutasyonlar ile birlikte gérilmemektedir. AKT1’in plekstrin homoloji bolgesindeki E17K
mutasyonu, PI3K’den bagimsiz olarak PI3K-Akt yolaginin otonomi kazamasi ile

sonuglanir ve AKT1 mutasyonu goriilen KHDAK hastalarinin %88’inde goriilur (22).

AKT hedefli inhibitor ilaglar faz 2 klinik deneme asamasindadir (26).
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2124 HER2
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Sekil 2.3.HER2 geninin kromozomal yerlesimi (9).

HER2 geni 17. kromozomun q12 bdlgesinde yer alir. HER2 geni 27 ekzon ile 1255 amino
asit uzunlugundaki transmembran HER2 proteinini kodlar. HER2, ERBB ailesine ait bir
transmembran reseptor tirozin kinazdir. HER2 proteininde ligand baglanma bdlgesi
bulunmamaktadir ve diger bir ligand baglanmis ERBB ailesi iiyesi reseptorle heterodimer
olusturarak MAPK ve PI3K-Akt ileti yolagini aktive eder (27).

Aktive edici HER2 mutasyonlart KHDAK vakalarinin %2’sinde goriiliir (28). En yaygin
mutasyonlar ekzon 20’deki kinaz bolgesinde yer alan 3 ile 12 baz ¢ifti uzunlugundaki kalip
kaydirmayan insersiyonlardir (29). EGFR gibi HER2 mutasyonlar1 da sigara igmeyen,
kadin, Asyali ve adenokanser histopatolojisinde yaygindir (30). HER2 mutasyonlar1 diger
EGFR, KRAS ve ALK gibi siirlici mutasyonlar ile birlikte bulunmamaktadir.

HER2 mutasyonu saptanmis KHDAK vakalarinin neratinib, afatinib, dacomitinib gibi

secici TKI’lere ve trastuzumab gibi monoklonal antikorlara duyarli oldugu gosterilmistir
(312).

2.1.25 PIK3CA
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Sekil 2.4. PIK3CA geninin kromozomal yerlesimi (9).

PIK3CA geni kromozom 3’iin q26.3 bolgesinde yer alir. PIK3CA geni 20 ekzon ile 1068
amino asit uzunlugundaki PI3K proteinin pl10a katalitik alt {initesini kodlar. PIK3CA
(Phosphatidylinositol -4, 5- Biphosphate 3- Kinase Catalytic Subunit Alpha) bir hicre ici
lipid kinazdir. PIK3CA, EGFR’nin alt iletim hedefi ve diger ¢esitli bliylime faktorlerinin
iletim yolaklarinin aracisidir.  Hiicre biiylimesinde, cogalmasinda, farklilasmasinda,

motilitesinde ve yasamasinda yer alir (22).
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PIK3CA mutasyonlar1 KHDAK vakalarinin %1-3’tinde bulunur ve skuamoz hucreli kanser
histopatolojisinde, adenokarsinomadan daha sik goriiliir (30). PIK3CA mutasyonlar
EGFR, KRAS veya ALK gibi diger siiriici mutasyonlar ile beraber goriilebilirler (19).
PIK3CA’nin aktive edici nokta mutasyonlar1 ve amplifikasyonu PIK3CA’nin otonomi
kazanmasi ile sonuglanir. PIK3CA’da en sik karsilasilan mutasyonlar helikal bolgesini
kodlayan ekzon 9’da ve kinaz bélgesini kodlayan ekzon 20’de bulunur (22). PIK3CA
mutasyonu tastyan KHDAK vakalarinin yaklagsik olarak %9’unda E542, %28’inde E545 ve
%15’inde H1047 mutasyonu goriiliir (30).

PIK3CA’y1 hedef alan ¢oklu inhibitorler klinik gelistirme asamasindir.

Chr 7
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Sekil 2.5.BRAF geninin kromozomal yerlesimi (9).

BRAF geni kromozom 7’nin q34 bolgesinde yer alir. BRAF geni 18 ekzon ile 766 amino
asit uzunlugundaki BRAF proteinini kodlar. BRAF (V-Raf Murine Sarcoma Viral
Oncogene Homolog B) bir sitoplazmik serin treonin protein kinazdir. KRAS iletimin alt
basamaklarim1 aktive eder. Hiicre ¢ogalmasinda, farklilasmasinda, transkripsiyonel

diizenlenmesinde ve yasamasinda yer alir (32).

BRAF’1n aktive edici mutasyonlart KHDAK vakalarinin yaklagik olarak %3’iinde bulunur
(33). BRAF mutasyonlar1 kinaz aktivitesinde artisa neden olur ve yaygin olarak
adenokanser histopatolojisinde ve sigara igmeyenlerde goruliur (30). BRAF mutasyonlari
EGFR ve KRAS siiriicii onkogen mutasyonlar ile birlikte bulunmamaktadir (22). En sik
goriilen VO0OE aktive edici mutasyonu ekzon 15 tarafindan kodlanan kinaz bdlgesi
icerisinde yer alir ve BRAF mutasyonu olan KHDAK vakalarinin %50’sini olusturur.
Bunun ardindan %39 ile ekzon 11 tarafindan kodlanan G-loop bdlgesindeki G469A
mutasyonu ve %l1 ile yine ekzon 15 tarafindan kodlanan kinaz bdlgesinde yer alan

D594G mutasyonu gelir (19).

BRAF mutasyonlari, 6zellikle V600E mutasyonu, melanoma olgularinin yarisinda
bulundugu i¢in BRAF terapdtik bir hedef olmustur ve BRAF’a yonelik ilaglar klinik
kullanimdadir (22).
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2.1.2.7 MEK1
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Sekil 2.6.MEK1 geninin kromozomal yerlesimi (9).

MEK1 (MAP2K1, mitogen activated protein kinase 1) geni kromozom 15’in q22.31
bolgesinde yer alir. MEK1 geni 11 ekzon ile 393 amino asit uzunlugundaki MAP2K1
proteinini kodlar. MEK1 bir serin treonin protein kinazdir. MAP kinaz ileti yolaginin temel
aract durumundadir (34). Hiicre c¢ogalmasinda, farklilasmasinda ve transkripsiyonel

diizenlenmesinde yer alir.

MEK1 mutasyonlar1 KHDAK vakalarinin yaklagik olarak %1’inde yer alir. MEKI
mutasyonlart adenokanser histopatolojisinde daha yaygindir ve diger siiriici onkogen
mutasyonlar1 ile birlikte bulunmaz (35). KHDAK’ta tespit edilen MEK1 mutasyonlari
yayginlikla ekzon 2’de bulunur ve MEKI kinaz aktivitesinin artmasi ile MAPK ileti
yolaginin otonomi kazanmasma yol acar. Q56P, K57N ve DO67N tespit edilen

mutasyonlardir.

MEK1 e kars1 selumetinib ve trametinib gibi ilaglarin etkinligi gosterilmistir.
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Sekil 2.7.ALK geninin kromozomal yerlesimi (9).

ALK geni kromozom 2’nin 23p bolgesinde yer alir. ALK geni 29 ekzon ile 1620 amino asit
uzunlugundaki transmembran ALK reseptor tirozin kinaz proteinini kodlar. ALK
(Anaplastic Lymphoma Kinase) insulin reseptor tirozin kinaz alt ailesinin bir Gyesidir.
PI3K-Akt ve MAPK ileti yolagini aktive eder. Hiicre apoptozunun inhibisyonu ve hiicre

cogalmasinin desteklenmesinde yer alir (36).

ALK geni yeniden dizenlenmesi KHDAK hastlarinin yaklagik olarak %3-7’sinde
bulunmaktadir (37). Fiizyonlar ALK kinaz bolgesinin tamamini igerirken fiizyon partneri

ALK’nin dimer olusumuna katkida bulunur ve kinaz aktivitesinin otonomi kazanmasi ile
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sonuglanir. ALK’nin KHDAK vakalarinda en ¢ok karsilasilan flizyon partneri EML4’tiir
(echinoderm microtubule associated protein-like 4). EML4-ALK flizyonu geng, sigara
igmeyen ve adenokarsinoma histopatolojisindeki hastalarda daha yaygindir (38, 39).
EML4-ALK yeniden dizenlemeleri genellikle EGFR ve KRAS mutasyonlari ile birlikte
gorilmez ve EGFR’ye yonelik TKI’lere karsi direnglidir (40). Bu gune kadar EML4 ile
ALK’nin en az 15 farkli flizyon varyanti tespit edilmis olsa da bunlarin klinik 6nemi heniiz
belli degildir ve daha fazla inceleme gerektirmektedir (41). Bu varyantlar ALK nin 20.
ekzonu ile EML4’tin ekzon 2(v5), 6(v3a/b/c), 13(v1-v6), 14(v4-v7), 15(v8), 16, 17, 18(v9),
20(v2)’si arasindaki fiizyonlarini igerir. KHDAK vakalarinda goériilen EML4-ALK yeniden
diizenlenmeleri arasinda en sik karsilagilanlar1 goriilme siklig1 %33 ile varyant 1, %29 ile
varyant 3a/b, %9 ile varyant 2’dir (12, 42). ALK’nin EML4 disinda goriilen diger fiizyon
partnerleri TFG ve KIF5B proteinleridir. EGFR’de oldugu gibi ALK fiizyonlarinda da ilk
tedavi sonrasinda ila¢ direncine yol acan bazi ikincil mutasyonlar olusur. En sik
gozlemlenen ikincil mutasyonlar L1196M ve G1269A’dir. Diger daha az gozlemlenenler

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

ALK yeniden diizenlenmesinin oldugu kanserlerin, ALK kinaz aktivitesine bagimli olmasi
nedeni ile ALK tirozin kinaz inhibisyonuna karsi duyarli oldugu gosterilmistir. ALK

mutasyonlarina yonelik TKI etkili ilaglar klinik kullanimdadir.

2.1.2.9 ROS1

p22.1
p21.31
p2l.2
pzl.l
plz.3
plz.l
gll.1
qlz

13
gld.1
qld.3
ql5
gla.l
gla.3

21
g2z.1
g22.31
q22.33
q23.2
q23.3
g2d.1
g2d.2
q2d.3
g25.1
q25.2
q25.3
gq2a
427

Ip22 3
9
9

Sekil 2.8.ROS1 geninin kromozomal yerlesimi (9).

ROS1 geni kromozom 6’nin q22.1 bolgesinde yer alir. ROS1 geni 43 ekzon ile 2346 amino
asit uzunlugundaki ROSI1 integral membran proteinini kodlar. ROSI insiilin reseptor
tirozin kinaz ailesinin bir Gyesidir. MAPK ve PI3K-Akt yolaklarini aktive eder (19). Hicre

biiyiimesinde ve ¢ogalmasinda rol alir.

ROS1 yeniden diizenlemesi KHDAK vakalariin yaklasik %2’sinde bulunur (43). ROS1’in
kinaz bolgesinin ALK’ nin protein kinaz bolgesi ile yiiksek derecede homolojisi vardir ve
bir ¢cok partnerle olusturdugu fiizyonlari tirozin kinaz bolgesini tam olarak igerir (19). ALK

yeniden dlzenlemesi gibi ROS1 onkogenik fiizyonlar1 da sigara igmeyen, geng ve
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adenokarsinoma histopatolojisindeki hastalarda daha yaygin olarak goriiliir (30, 43). ROS1
yeniden duzenlemesi; EGFR, ALK veya KRAS gibi surict onkogenler ile birlikte
gorilmemektedir (12). ROS1’in fiizyon partnerleri olarak FIG, KDELR2, TPM3, SDC4,
LRIG3, EZR, SLC34A2 ve CD74 tespit edilmistir (19). Flzyon partnerlerinin ROS1
flizyonunun dimerlesmesinde rol aldigi ve ROSI tirozin kinazin otonomi kazanmasi ile

sonuc¢landigi tahmin edilmektedir.

ALK/MET/ROSI tirozin kinaz inhibitorii crizotinib’in ROS1 pozitif hiicre hatlarinda etkin
oldugu gosterilmis ve ileri evre ROS1 pozitif KHDAK hastalarinda yanit verdigi
raporlanmistir (30). ROS1 yeniden diizenlemesi olan KHDAK hastalarinda EGFR’ye
yonelik TKI’lere kars1 diisiik duyarlilik gorilmektedir.

Chr 10
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Sekil 2.9.RET geninin kromozomal yerlesimi (9).

RET geni kromozom 10’un q11.21 bolgesinde yer alir. RET geni 20 ekzon ile 1114 amino
asit uzunlugundaki RET proteinini kodlar. RET (Ret proto-oncogene) bir reseptor tirozin
kinazdir ve noral krest gelisiminde yer alir (11, 22). Ligand olarak glial hiicre hattindan
tiireyen norotrofik faktér (GDNF) ailesinden hiicre disi ileti molekiilleri RET reseptdriine

baglanir ve hiicre biliylimesi ile farklilasmasini saglar.

RET flizyonlar1 KHDAK vakalarmin yaklasik olarak %1-2’sinde bulunur (44). RET
yeniden duzenlemeleri sigara i¢cmeyen, geng¢, adenokarsinoma histopatolojisindeki
hastalarda daha yaygin olarak bulunur (30). Buna ilave olarak RET filizyonlar1 diger bilinen
EGFR, KRAS, ALK ve ROS1 gibi siiriicii onkogen mutasyonlar ile birlikte goriilmezler
(44). Biitiin bu fiizyonlar, fiizyon partnerlerinin “coiled coil” bolgesini igerir ve liganddan
bagimsiz olarak dimerlesmesini ve kinaz aktivitesinde otonomi kazanmasina olanak saglar
(44). En sik gozlenen flizyon partneri %90 goriilme sikligi ile KIF5B’dir (45). Diger tespit
edilmis flizyonlar ise CCDC6, NCOA4 ve TRIM33’tiir (45).

RET fiizyonlar1t FDA tarafindan onaylanmis ve tiroid kanseri tedavisinde kullanimda olan

vandetanib gibi tirozin kinaz inhibitorlerinin potansiyel hedefidir (22). Cabozantinibin in
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vitro kosullarda vandetanibten daha etkili oldugu gosterilmistir. Sorafenib, sunitinib,

ponatinib RET e kars1 etkili olan kinaz inhibitorlerdir (12, 30).

2.2 Yeni Nesil Sekanslama

1953 yilinda James Watson ve Francis Crick tarafindan DNA’nin ¢ift zincir yapisinin
bulunmasinin ardindan DNA dizilerinin okunmasi i¢in farkli yontemler gelistirilmeye
baslanmustir (46). ilk olarak DNA dizisinin kimyasal ajanlar ile degredasyonu gibi uzun
stire gerektiren pratik uygulamasi zor olan ve kisa okumalarin yapilabildigi yontemler
gelistirilmistir (47). Frederick Sanger tarafindan gelistirilen ve dideoksiniikleotidler ile
zincir sonlandirma esasina dayanan yontem uzun siire DNA dizilemede standart yontem
olarak kullanilmistir. (48). Sanger DNA dizileme yontemi ile yaklasik olarak 50bp ile
900bp arasindaki uzunluktaki DNA zincirleri basarili bir sekilde dizilenebilmektedir. insan
Genom Projesinde de kullanilan bu yontemin ardindan DNA sentezi ile dizileme
yontemleri gelistirilmistir. Yeni nesil dizileme olarak adlandirilan bu yontemlerin avantaji
birden fazla dizinin ayni1 anda paralel olarak okunabilmesidir. Kanser ve diger hastaliklarla
iliskili molekiiler yolaklarda yer alan ve klinik olarak 6nem arz eden mutasyonlarin
analizinde yeni nesil dizileme platformlari, az miktarda DNA gerektirmesi, diisiik
mozaiklik oranina sahip mutasyonlarin gosterilebilmesine olanak saglamasi ve tek seferde

fazla sayida bolgenin incelenebilmesini saglamasi agisindan tercih edilen ydntem

olmaktadir (49).

2.3 Multipleks PCR

PCR yonteminin molekiiler biyolojide temel yontemlerden birisi haline gelmesi ile farkli
uygulamalar1 da gelistirilmistir. DNA polimeraz enziminin kullanimi ile belirli bir DNA
bolgesinin ¢ogaltilmasini esas alan PCR tekniginin verimi, kullanilan primer ciftinin dizisi,
cogaltilacak DNA bolgesinin  uzunlugu ve PCR’da kullanilan kimyasallarin
konsantrasyonu gibi kosullara bagli olarak degismektedir. Multipleks PCR yontemi ayni
reaksiyon igerisinde birden fazla primer ¢iftinin kullanilmasi ile birden fazla bolgenin aym
reaksiyon igerisinde ¢ogaltilmasi esasina dayanir. Farkli primer ciftlerinin farkli verimde
olmas1 nedeni ile reaksiyon sonrasinda ¢ogaltilan her bolgeden ayni verimde iiriin elde
edilmesi icin primer ciftlerinin konsantrasyonu optimize edilmelidir (50). Kullanilan
primerlerde barkodlama islemi i¢in 5’ ucuna eklenen yaklasik olarak 20 bazlik DNA
sekansinin primere kattig1 termodinamik 6zellikler nedeniyle optimizasyon siirecini sadece

primer konsantrasyonlarinin ayarlanmasini gerektirecek sekilde kolaylastirdigi gortilmiistiir
(51).
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3 GEREKCE VE AMAC

Akciger kanserinde klasik olarak cerrahi, radyoterapi ve kemoterapi yOntemleri
uygulanmaktadir. Akciger kanserinin olusumunda 6nem arz eden molekiiler yolaklarin ve
bu yolaklarda saptanan mutasyonlarin belirlenmesi ile bu molekiilleri hedef alan ilaglarin
kullanim1 da tedavi stratejisinde belirleyici olmaktadir. Molekiiler hedefli tedavide dogru
ilacin kullanimi ve tedavinin olumlu sonu¢ vermesi kanserli dokuda meydana gelen
mutasyonlarin saptanmasini  gerektirmektedir. Timdrden tani amagh alinan dokunun
miktariin kisitli olmasi tedavi planinda yonlendirici olabilecek mutasyonlarin hepsinin
ayr1 ayri saptanmasi olanagini azaltmaktadir. Bu nedenle tedavi hedefi durumunda olan
veya tedavinin belirlenmesinde rol alan tiim mutasyonlarin ayni doku Ornegi iizerinde
taranmasi 6nem arz etmektedir. Bu ¢alismada multipleks PCR yontemi kullanarak kiguk
hiicreli dis1 akciger kanserinde rol alan ve tedavi hedefi durumunda olan genlerdeki
mutasyon boélgelerinin yeni nesil dizileme platformuna uygun olacak sekilde tek seferde

cogaltilmasini saglayan tan1 yontemi gelistirilebilecegi one siirtilmektedir.
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4 MATERYAL VE YONTEM

41 MATERYAL
Gelistirilecek olan tan1 yontemi sirasinda kullanilan sarf malzemeleri ve cihazlar ¢izelge

4.1. ve cizelge 4.2.’de verilmistir.

Cizelge 4.1.Kullanilan sarf malzemeleri ve kullanim yerleri

Adi (Marka) LOT Kullanim Yeri / Amaci
Tris 8387H001 Agaroz elektroforez
Borik Asit A0724965 Agaroz elektroforez
EDTA (SIGMA) 29H001715 | Agaroz elektroforez
Agarose (Cleaver Scientific) 14141105 Agaroz elektroforez

GeneRuler 50bp DNA Molekiiler Agirlik | 00266480 Agaroz elektroforez

Belirteci (ThermoScientific)

6X DNA yiikleme boyasi (Thermo Scientific) | 00277043 Agaroz elektroforez

Tag DNA polymerase (Thermo Scientific) 00294238 PCR

MgCI2 (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 | Purifikasyon
516
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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

Cizelge 4.2. Kullanilan cihazlar

Adi Marka

Mini VVorteks

Harmony

Mini Santrifj

Harmony

Hassas Terazi

Denver Instrument

Mikrodalga Firin Argelik
Isitict Biosan
Termal Dongii Cihazi Applied Biosystems

Yeni Nesil Sekanslama Cihazi

[llumina Miseq

Jel Goruntuleme Cihazi

Alpha Innotech

4.2 YONTEM

Kiigtik hiicreli dis1 akciger kanserinde molekiiler tedavi hedefi durumunda olan veya
uygulanan tedavinin etkinliginde rol alan proteinleri kodlayan genler ve ilgili mutasyon

bolgeleri literatiir taramasi ile belirlendi (52).

Olusturulacak tan1 yonteminin kapsaminda, nokta mutasyonu veya insersiyon ve delesyon
iceren 8 gende 16 bolge ele alinirken, fiizyon mutasyonu olusturan 3 genin 12 fiizyon

partneri ile olusturdugu 35 fiizyon varyanti ele alindu.
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Nokta mutasyonu veya insersiyon ve delesyon mutasyonlari i¢in genomik DNA dizileri
baz alindi. Fiizyon mutasyonlari, varyantin olustugu intron bolgelerinin uzunlugu ve farkl
noktalardan fiizyon olusturabilme olasiligi nedeniyle RNA’dan elde edilecek cDNA

dizileri baz alinda.

Olusturulacak tan1 yontemi ile taranacak bolgeler i¢in primerlerin tasarlanmasinda
Primer3Plus programi kullanildi. Primer dimer ve sekonder yap1 olusumlari OligoAnalyzer

3.1 programu ile test edildi.

Nokta, insersiyon veya delesyon mutasyonu igeren bdlgeler igin tasarlanan primerlerin
validasyonunda anonimize kan 6rneginden izole edilen genomik DNA kullanildi. Fiizyon
mutasyonlar1 i¢in tasarlanan primerlerin validasyonunda flizyon varyantlari dizisine uygun

olarak tasarlanan oligoniikleotid kaliplar1 kullanildu.

Nokta, insersiyon ve delesyon mutasyonlari i¢in tasarlanan primerlerin hepsi tekli olarak
valide edildi. Flizyon mutasyonlari i¢in tasarlanan primerlerden poliniikleotidi olusturulan
varyantlar tekli olarak valide edildi. Tekli validasyonu gergeklestirilen primerler ile
mutasyon bdlgeleri multipleks PCR ile cogaltildi. Multipleks PCR sonrasinda her
amplikona MID kiti (Multiplicom™) kullanilarak barkod dizisi takmak {izere ikinci bir
PCR uygulandi. Barkod dizisi takilan ve ayni DNA Ornegine ait olan PCR iiriinleri tek
tiipte birlestirildi. Birlestirilen PCR {iriinleri AmPure Bead kullanilarak purifiye edildi.
Ayrt ayn purifiye edilen PCR firiinlerinin miktar1 NanoDrop ile tespit edilerek her
amplikondan esit konsantrasyonda olacak sekilde tek tiipte toplandi. Elde edilen DNA

kiitiiphanesi Illumina Miseq kiti kullanilarak dizileme islemi gergeklestirildi.

Elde edilen diziler ve okuma sayilar1 SeqPilot programi kullanilarak analiz edildi.
Hazirlanan plekslerde amplikonlarin okuma sayilarinin dengeli bir dagilim gostermesi igin

okuma sayilar kullanilarak pleks i¢i ve pleksler arasi varyasyon katsayilart hesaplandi.

Nokta mutasyonu i¢eren genler, mutasyonun bulundugu ekzon ve mutasyonun etkiledigi

aminoasit asagidaki tabloda verilmistir.
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Cizelge 4.3.Nokta mutasyonlari

Gen Ekzon | Mutasyona Ugrayan 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 El7

ALK 22 T1151ins; L1152; C1156; 11171

ALK 23 F1174; L1196; G1202; S1206

ALK 25 G1269

HER2 20 AT75_GT776ins, G776, P780_Y781, V777_G778ins, M774_AT775ins
PIK3CA | 9 E542, E545

PIK3CA | 20 H1047

BRAF 11 G469

BRAF 15 D594, V600

MEK1 |2 Q56, K57, D67
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Flizyon mutasyonunu olusturan genler ve flizyon partnerleri asagidaki tabloda verilmistir.

Cizelge 4.4. Flizyon mutasyonlari

Gen Fuzyon Partnerleri

ALK EMLA4, TFG, KIF5B

ROS1 SLC34A2, SDC4, CD74, EZR, LRIG3, TPM3, GOPC
RET KIF5B, CCDC6

4.2.1 Primer Tasarmm

Primer tasariminda; PCR {irlinliniin boyu, primerlerin uzunlugu, primer oligolarinin kalip

DNA’ya baglanma sicakligi, primerlerin %GC igerigi, primer ¢iftlerinin baglanma

sicakligr arasindaki maksimum fark, primerlerin diger primerler ile dimer olusturma

potansiyelleri ve primerlerin ikincil yap1 olusturma potansiyelleri gibi primerlerin yapisal

ve termodinamik Ozellikleri dikkate alindi.

Tasarlanan primerler multipleks PCR yonteminde ayni kosullar i¢inde reaksiyona girecegi

icin yukarida bahsedilen 6zellikler her primer ¢ifti i¢in yakin deger araliklarinda tasarlandi.

Buna gore PCR iirlinliniin boyu kullanilan yeni nesil sekanslama platformuna
uygun olarak 320 ile 370 bp arasinda olacak sekilde ayarlandi.

Primerlerin kalip DNA ile eslesecek kisminin uzunlugu optimum 20 bp olmak
tizere 19 ile 29bp arasinda olacak sekilde ayarlandi.

Primerlerin %GC igerigi optimum 50 olmak tizere 35 ile 65 arasinda olacak sekilde
ayarlandi.

Primerlerin kalip DNA’ya baglanma sicaklig1 optimum 65 °Colmak iizere 60 ile 70
OC arasinda olacak sekilde ve her primer ciftinin kalip DNA’ya baglanma
sicakliklar1 arasinda maksimum 3°Colacak sekilde ayarlandh.

Primerlerin bu yapisal oOzelliklerinin yaninda tasarim asamasinda PCR
reaksiyonunda yer alacak olan tek degerli katyonlarin konsantrasyonlar1 50 mM, iki
degerli katyonlarin konsantrasyonlart 2.5 mM, kalip DNA’ya baglanan
oligoniikleotidlerin konsantrasyonu 100 nM, dNTP konsantrasyonu da 1 mM

olacak sekilde diizenlendi.
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Yukarida bahsettigimiz kosullara uyacak sekilde tiim primerler Primer3Plus programi
kullanilarak tasarlandi. Tasarlanan primerler dimer olusturma ve sekonder yap1 olusturma

potansiyelleri OligoAnalyzer 3.1 programi kullanilarak test edildi.

Belirlenen bolgeler ilk PCR ile ¢ogaltmadan sonra sekanslamaya girmeden once ikinci bir
PCR ile barkodlama isleminden gegecegi icin her primerin 5’ ucuna ileri primerler i¢in
“5’-AAGACTCGGCAGCATCTCCA-3” ve geri primerler icin “5°-
GCGATCGTCACTGTTCTCCA-3” sekansi eklendi.

Nokta mutasyonlari ile insersiyon ve delesyon igeren bolgeler igin tasarlanan primerlerin
sekanslari, ve kalip DNA’ya baglanma sicakliklar1 ve PCR iiriin boylar1 asagidaki tabloda

gosterilmektedir.

Cizelge 4.5. Nokta mutasyonu i¢in ¢ogaltilacak bolgeler, primer giftleri, baglanma
sicakliklart ve {irtin boylari

Gen_ Primer Cifti Tm Uriin
Ekzon (°C) | Boyu
BRAF_11 Ileri 5>-AAGACTCGGCAGCATCTCCATGGTAGACGGGACTCGAGTGATGA-3’ 76.9 342
Geri 5’-GCGATCGTCACTGTTCTCCATCCCGACTGCTGTGAACAGTTTT-3’ 75.2
BRAF_15 Ileri 5’-AAGACTCGGCAGCATCTCCAGCCCCAAAAATCTTAAAAGCAGGTT-3’ 74.0 377
Geri 5’-GCGATCGTCACTGTTCTCCACCATCCACAAAATGGATCCAGACA-3’ 75.0
EGFR_18 Ileri 5°-AAGACTCGGCAGCATCTCCACAGTGGAGAAGCTCCCAACCAA-3’ 76.3 354
Geri 5’-GCGATCGTCACTGTTCTCCATGTGAATTGGTCTCACAGGACCAC-3’ 76.0
EGFR_19 Ileri 5°-AAGACTCGGCAGCATCTCCATCACAGCCCCCAGCAATATCA-3’ 75.5 360
Geri 5’-GCGATCGTCACTGTTCTCCATGAGAAAAGGTGGGCCTGAGGT-3’ 76.3
EGFR_20 fleri 5-AAGACTCGGCAGCATCTCCAGCAGGCACAGCTTTTCCTCCAT-3’ 76.3 362
Geri 5’-GCGATCGTCACTGTTCTCCAGCGATCTGCACACACCAGTTGA-3’ 76.3
EGFR_21 fleri 5-AAGACTCGGCAGCATCTCCAAACGTTCGCCAGCCATAAGTCC-3’ 76.3 375
Geri 5’-GCGATCGTCACTGTTCTCCATGGTCCCTGGTGTCAGGAAAATG-3’ 76.1
KRAS_2 fleri 5>-~AAGACTCGGCAGCATCTCCACACGTCTGCAGTCAACTGGAATTTT-3 74.9 385
Geri 5’-GCGATCGTCACTGTTCTCCATCAAAGAATGGTCCTGCACCAGTAA-3’ 74.9
KRAS_3 Ileri5’-AAGACTCGGCAGCATCTCCAGGTGCACTGTAATAATCCAGACTGTGTTTC-3’ 76.0 342
Geri 5’-GCGATCGTCACTGTTCTCCATGCATGGCATTAGCAAAGACTC-3’ 74.2
AKT1 4 fleri 5>-AAGACTCGGCAGCATCTCCATGTCGCTGGCCCTAAGAAACA-3’ 75.5 367
Geri 5’-GCGATCGTCACTGTTCTCCACCCCAAATCTGAATCCCGAGAG-3’ 76.3
ALK_22 Ileri 5>-AAGACTCGGCAGCATCTCCATATGAAGGCCAGGTGTCCGGAAT-3’ 76.1 377
Geri 5’-GCGATCGTCACTGTTCTCCAGGGACAACACGATTTCCCTTGG-3’ 76.3
ALK_23 Ileri 5’-AAGACTCGGCAGCATCTCCACCCTGCTGCCCATGTTTACAGA-3’ 76.3 373
Geri 5’-GCGATCGTCACTGTTCTCCATGCTCCTTCCATCCTTGCTCCT-3’ 76.3
ALK_25 Ileri 5’-AAGACTCGGCAGCATCTCCATGGCCGTTGTACACTCATCTTCC-3 76.1 380
Geri 5’-GCGATCGTCACTGTTCTCCATTTAGGCCTTCGGGCATGGT-3’ 75.6
HER2_20 Ileri 5’-AAGACTCGGCAGCATCTCCAGGGTGGTTCCCAGAATTGTTGA-3’ 75.3 359
Geri 5’-GCGATCGTCACTGTTCTCCATGTGGAGGGACTGGGTTTCCTA-3’ 76.3
MEK1_2 Ileri 5’-AAGACTCGGCAGCATCTCCATGACTTGTGCTCCCCACTTTGG-3’ 76.3 347
Geri 5’-GCGATCGTCACTGTTCTCCAACCCTGGTCCCCAGGCTTCTAA-3’ 77.2
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PIK3CA_9 [leri 5’-AAGACTCGGCAGCATCTCCATGCTTTTTCTGTAAATCATCTGTGAA-3’ 721 | 341

Geri 5’-GCGATCGTCACTGTTCTCCAAGGTATGGTAAAAACATGCTGA-3’ 72.4
PIK3CA_20 Tleri 5°-~-AAGACTCGGCAGCATCTCCACGACAGCATGCCAATCTCTTCA-3’ 753 | 354
Geri 5’-GCGATCGTCACTGTTCTCCACAATCGGTCTTTGCCTGCTGA-3” 75.5

Fiizyon mutasyonlar1 i¢in tasarlanan primerlerin sekanslari ve kalip DNA’ya baglanma

sicakliklar1 ve PCR iiriin boylar1 agsagidaki tabloda gosterilmektedir.

Cizelge 4.6. Flizyon mutasyonlari i¢in ¢ogaltilacak bolgeler, primer g¢iftleri, baglanma
sicakliklar ve iirlin boylar1 (* igaretli primerler alternatif primer olarak tasarlanmaistir)

Gen_Ekzon Primer Cifti Tm Uriin
(°C) | Boyu

EML4-ALK _ Ileri 5’-AAGACTCGGCAGCATCTCCAGATGTTTTGAGGCGTCTTGC-3’ 74.6 389
2:20 Geri 5’-GCGATCGTCACTGTTCTCCAATCCAGTTCGTCCTGTTCAGAGC-3’ 76.1

Geri* 5’-GCGATCGTCACTGTTCTCCAGTCTTCACAGCCACTTGCAG-3’ 75.6
EML4-ALK Ileri 5°-AAGACTCGGCAGCATCTCCAGGAAGTGGTGCAAACAGAAAA-3’ 735 402
3:20 Geri 5’-GCGATCGTCACTGTTCTCCAATCCAGTTCGTCCTGTTCAGAGC-3’ 76.1

Geri* 5’-GCGATCGTCACTGTTCTCCAGTCTTCACAGCCACTTGCAG-3’ 75.6
EML4-ALK Ileri 5>-AAGACTCGGCAGCATCTCCAACCAAAACTGCAGACAAGCA-3’ 73.6 362
6:20 Geri 5’-GCGATCGTCACTGTTCTCCAATCCAGTTCGTCCTGTTCAGAGC-3’ 76.1

Geri* 5’-GCGATCGTCACTGTTCTCCAGTCTTCACAGCCACTTGCAG-3’ 75.6
EML4-ALK Ileri 5>-AAGACTCGGCAGCATCTCCAGACTCAGGTGGAGTCATGCTT-3’ 75.5 389
13:20 Geri 5’-GCGATCGTCACTGTTCTCCAATCCAGTTCGTCCTGTTCAGAGC-3’ 76.1

Geri* 5’-GCGATCGTCACTGTTCTCCAGTCTTCACAGCCACTTGCAG-3’ 75.6
EML4-ALK Ileri 5°-AAGACTCGGCAGCATCTCCACTGGAGGAGGGAAAGACAGA-3’ 75.6 387
14:20 Geri 5’-GCGATCGTCACTGTTCTCCAATCCAGTTCGTCCTGTTCAGAGC-3’ 76.1

Geri* 5’-GCGATCGTCACTGTTCTCCAGTCTTCACAGCCACTTGCAG-3’ 75.6
EML4-ALK Ileri 5’-AAGACTCGGCAGCATCTCCAGCAGAAGGAAAGGCAGATCA-3’ 74.6 412
15:20 Geri 5’-GCGATCGTCACTGTTCTCCAATCCAGTTCGTCCTGTTCAGAGC-3’ 76.1

Geri* 5’-GCGATCGTCACTGTTCTCCAGTCTTCACAGCCACTTGCAG-3’ 75.6
EML4-ALK fleri 5-~AAGACTCGGCAGCATCTCCACCAGGACACTGTGCAGATTT-3’ 74.6 384
17:20 Geri 5’-GCGATCGTCACTGTTCTCCAATCCAGTTCGTCCTGTTCAGAGC-3’ 76.1

Geri* 5’-GCGATCGTCACTGTTCTCCAGTCTTCACAGCCACTTGCAG-3’ 75.6
EML4-ALK Ileri 5’-AAGACTCGGCAGCATCTCCAGCAGGTGGTTTGTTCTGGAT-3’ 74.6 412
18:20 Geri 5’-GCGATCGTCACTGTTCTCCAATCCAGTTCGTCCTGTTCAGAGC-3’ 76.1

Geri* 5’-GCGATCGTCACTGTTCTCCAGTCTTCACAGCCACTTGCAG-3’ 75.6
EML4-ALK fleri 5-~AAGACTCGGCAGCATCTCCACCTTCCTGGCTGTAGGATCTC-3’ 76.4 411
19:20 Geri 5’-GCGATCGTCACTGTTCTCCAATCCAGTTCGTCCTGTTCAGAGC-3’ 76.1

Geri* 5’-GCGATCGTCACTGTTCTCCAGTCTTCACAGCCACTTGCAG-3’ 75.6
EML4-ALK Ileri 5’-AAGACTCGGCAGCATCTCCAACTGGTCCCCAGACAACAAG-3’ 75.6 379
20:20 Geri 5’-GCGATCGTCACTGTTCTCCAATCCAGTTCGTCCTGTTCAGAGC-3’ 76.1

Geri* 5’-GCGATCGTCACTGTTCTCCAGTCTTCACAGCCACTTGCAG-3’ 75.6
TFG-ALK Ileri 5-AAGACTCGGCAGCATCTCCATTGCAATTCAGTGCAGTAGGA-3’ 735 361
3:20 Geri 5’-GCGATCGTCACTGTTCTCCAATCCAGTTCGTCCTGTTCAGAGC-3’ 76.1

Geri* 5’-GCGATCGTCACTGTTCTCCAGTCTTCACAGCCACTTGCAG-3’ 75.6
KIF5B-ALK fleri 5-~AAGACTCGGCAGCATCTCCAAACGAGCAGCTGAGATGATG-3’ 74.6 399
15:20 Geri 5’-GCGATCGTCACTGTTCTCCAATCCAGTTCGTCCTGTTCAGAGC-3’ 76.1
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Geri* 5’-GCGATCGTCACTGTTCTCCAGTCTTCACAGCCACTTGCAG-3’ 75.6
KIF5B-ALK fleri 5°-AAGACTCGGCAGCATCTCCAAATCTGTCGATGCCCTCAGT-3’ 746 | 367
17:20 Geri 5’-GCGATCGTCACTGTTCTCCAATCCAGTTCGTCCTGTTCAGAGC-3’ 76.1

Geri* 5’-GCGATCGTCACTGTTCTCCAGTCTTCACAGCCACTTGCAG-3’ 75.6
KIF5B-ALK Ileri 5°-AAGACTCGGCAGCATCTCCATCGCATAAAGGAAGCAGTCA-3’ 736 | 381
24:20 Geri 5’-GCGATCGTCACTGTTCTCCAATCCAGTTCGTCCTGTTCAGAGC-3’ 76.1

Geri* 5’-GCGATCGTCACTGTTCTCCAGTCTTCACAGCCACTTGCAG-3’ 75.6
KIF5B-RET Tleri 5>-AAGACTCGGCAGCATCTCCAAACGAGCAGCTGAGATGATG-3’ 746 | 338
15:11 Geri 5’-GCGATCGTCACTGTTCTCCAAGGATCTTGAAGGCATCCAC-3’ 74.6
KIF5B-RET fleri 5>-AAGACTCGGCAGCATCTCCATCGCATAAAGGAAGCAGTCA-3’ 73.6 | 320
24:11 Geri 5’-GCGATCGTCACTGTTCTCCAAGGATCTTGAAGGCATCCAC-3’ 74.6
KIF5B-RET Ileri 5°-AAGACTCGGCAGCATCTCCAGCCGAGTGCAACATCAAAG-3’ 747 | 344
1:12 Geri 5’-GCGATCGTCACTGTTCTCCAGATGACATGTGGGTGGTTGA-3’ 74.6
KIF5B-RET Ileri 5°-AAGACTCGGCAGCATCTCCAAACGAGCAGCTGAGATGATG-3’ 746 | 310
15:12 Geri 5’-GCGATCGTCACTGTTCTCCAGATGACATGTGGGTGGTTGA-3’ 74.6
KIF5B-RET Tleri 5°-AAGACTCGGCAGCATCTCCAGGTGAAACGTTGCAAGCAG-3’ 747 | 333
16:12 Geri 5’-GCGATCGTCACTGTTCTCCAGATGACATGTGGGTGGTTGA-3’ 74.6
KIF5B-RET Tleri 5°-AAGACTCGGCAGCATCTCCAAATCTGTCGATGCCCTCAGT-3’ 746 | 450
18:12 Geri 5’-GCGATCGTCACTGTTCTCCAGATGACATGTGGGTGGTTGA-3’ 74.6
KIF5B-RET Tleri 5°-~-AAGACTCGGCAGCATCTCCAGGGTTTGGAAGAGACAGTGG-3’ 756 | 321
22:12 Geri 5’-GCGATCGTCACTGTTCTCCAGATGACATGTGGGTGGTTGA-3’ 74.6
KIF5B-RET Tleri 5°-AAGACTCGGCAGCATCTCCATGTTCAGGACCTGGCTACAA-3’ 746 | 366
23:12 Geri 5’-GCGATCGTCACTGTTCTCCAGATGACATGTGGGTGGTTGA-3’ 74.6
CCDC6-RET | Tleri 5>-~AAGACTCGGCAGCATCTCCAGCAAGAGAACAAGGTGCTGA-3’ 76.3 | 384
1:12 Geri 5’-GCGATCGTCACTGTTCTCCA GATGACATGTGGGTGGTTGA-3’ 76.1
SLC34A2- Tleri 5>-AAGACTCGGCAGCATCTCCAAGTGGTCAGAGAGAGACACC-3’ 749 | 412
ROS1 4:32 Geri 5’-GCGATCGTCACTGTTCTCCATGGACTTCCATGTGCAAACA-3’ 74.9
SLC34A2- Tleri 5>-AAGACTCGGCAGCATCTCCAAGTGGTCAGAGAGAGACACC-3’ 76.0 | 411
ROS1 4:34 Geri 5’-GCGATCGTCACTGTTCTCCAGCTCAGCCAACTCTTTGTCT-3’ 74.2
SDC4-ROS1 Tleri 5>-AAGACTCGGCAGCATCTCCAGAGTCGATCCGAGAGACTGA-3’ 755 | 379
2:32 Geri 5’-GCGATCGTCACTGTTCTCCATGGACTTCCATGTGCAAACA-3’ 76.3
SDC4-ROS1 Tleri 5>-AAGACTCGGCAGCATCTCCATCCCCAAGAGAATCTCACCC-3’ 76.1 | 361
3:32 Geri 5’-GCGATCGTCACTGTTCTCCATGGACTTCCATGTGCAAACA-3’ 76.3
SDC4-ROS1 Tleri 5>-AAGACTCGGCAGCATCTCCACATCCCTTGGTGCCTCTAGA-3’ 746 | 399
4:34 Geri 5’-GCGATCGTCACTGTTCTCCAGCTCAGCCAACTCTTTGTCT-3’ 74.6
CD74-ROS1 Tleri 5>-AAGACTCGGCAGCATCTCCACGGAGAACCTGAGACACCTT-3’ 75.6 | 367
6:32 Geri 5’-GCGATCGTCACTGTTCTCCATGGACTTCCATGTGCAAACA-3’ 74.6
CD74-ROS1 Tleri 5°-AAGACTCGGCAGCATCTCCACGGAGAACCTGAGACACCTT-3’ 755 | 381
6:34 Geri 5’-GCGATCGTCACTGTTCTCCAGCTCAGCCAACTCTTTGTCT-3’ 76.3
EZR-ROS1 Tleri 5°-AAGACTCGGCAGCATCTCCAAGAAGGCAGAGAGAGAGCTC-3’ 76.1 | 338
10:34 Geri 5’-GCGATCGTCACTGTTCTCCAGCTCAGCCAACTCTTTGTCT-3’ 76.3
LRIG3-ROS1 | Ileri 5’-AAGACTCGGCAGCATCTCCAGACCAACTTGCCAGCAGATA-3’ 76.3 | 360
16:35 Geri 5>-GCGATCGTCACTGTTCTCCAGCAGAGTCAGTTTTTCCCGA-3’ 76.3
TPM3-ROS1 Tleri 5°-AAGACTCGGCAGCATCTCCAAAGTGTTCTGAGCTGGAGGA-3’ 76.1 | 362
8:35 Geri 5’-GCGATCGTCACTGTTCTCCAGCAGAGTCAGTTTTTCCCGA-3’ 75.6
GOPC-ROS1 | Tleri 5>-~AAGACTCGGCAGCATCTCCAATAGCTGTTCTCCAGGCTGA-3’ 753 | 375
4:36 Geri 5’-GCGATCGTCACTGTTCTCCAGGGGTTCATTCAGCAGACAA-3’ 76.3
GOPC-ROS1 | Tleri 5>-AAGACTCGGCAGCATCTCCAGGTAACCCTGGTGCTAGTTG-3’ 76.3 | 385
8:36 Geri 5’-GCGATCGTCACTGTTCTCCAGGGGTTCATTCAGCAGACAA-3’ 77.2

4-21




4.2.2 DNA izolasyonu
Deneylerde kullanilacak DNA Orneginin anonimize kan Orneklerinden izolasyonu igin

RTA DNA izolasyon Kitive asagidaki yontem uygulandi:

e DNA izolasyonu yapilacak anonimize edilmis kan O6rneginden 200 ul alinarak
1.5ml’lik ependorf tiipiin i¢ine aktarildu.

e Ornegin iizerine 20pl proteinaz K ve 200ul Buffer B eklendi. Tiip orta siddette
vorteks ile karistirildi.

e Bu esnada ellisyon tamponu 65°C’de 1s1 blogunda her 6rnek i¢in 200ul olacak
miktarda 1sinmaya birakildi.

e Numunenin oldugu tiip 1s1 blogu tizerinde 65°C’de 15 dakika inkiibasyona birakildi.

e 15 dakikanin sonunda karisimin lizerine 260ul %100’lik EtOH eklenerek tekrar
orta siddette vorteks ile karistirildi.

e Karisimin tiimii toplama tiipiine yerlestirilen spin kolona aktarildi. Toplama tiipii
icindeki spin kolonu mini santrifiiide 13000 rpm’de 75 saniye dondiiriildii.
Toplama tiipii i¢inde biriken siv1 ile birlikte atildi.

e Spin kolonu yeni bir toplama tiipiine gecirilerek lizerine 700ul yikama tamponu I
eklendi. Toplama tiipli i¢indeki spin kolonu mini santrifiijde 13000 rpm’de 75
saniye dondiiriildii. Toplama tiipii i¢inde biriken s1v1 ile birlikte atild1.

e Spin kolonu yeni bir toplama tiipiine gegirilerek tizerine 700ul yikama tamponu II
eklendi. Toplama tiipli i¢indeki spin kolonu mini santrifiijde 14000 rpm’de 75
saniye dondiiriildii. Toplama tiipii i¢inde biriken sivi ile birlikte atildi.

e Spin kolonu yeni bir toplama tlipine gegirilerek mini santrifiijde 14000 rpm’de 75
saniye tekrar dondiiriildii. Toplama tiipii i¢cinde biriken siv1 ile birlikte atild1.

e Spin kolonu 1.5ml’lik iizeri etiketlenmis olan ependorf tiipe yerlestirildi. Uzerine
1s1 blogunda bekletilmis olan eliisyon tamponundan 200l eklenerek 30 saniye oda
sicakliginda bekletildi.

e (da sicakliginda bekleyen spin kolonu mini santrifiijjde 14000 rpm’de 75 saniye
dondiiriildii. Dondiirme sonrasinda spin kolonu atilarak ependorfta biriken DNA

ornegi daha sonraki asamalarda kullanilmak Uizere -20 °C’de saklandi.
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4.2.3 Primerlerin validasyonu

4231 PCR
Tasarlanan primerler ile her amplikon ayr1 bir reaksiyon tlipiinde olacak sekilde asagidaki

PCR kosullarinda ¢ogaltildi.

Fiizyon mutasyonlar1 i¢in tasarlanan primerlerde kalip DNA olarak olusturulan

poliniikleotitler kullanildi.

Cizelge 4.7.Mutasyon bolgelerini ¢gogaltmak i¢in PCR’da kullanilan kimyasallar

Kullanilan kimyasal Hacim
Tagq PCR tamponu (10X) 1.5l
dNTP (2.5 mM) 1.5 pl
MgCl2 (25 mM) 1.5 pl
kalip DNA (~30ng) 2.0 ul
Ileri primer (10 uM) 1.0 ul
Geri primer (10 M) 1.0 ul
DNA polimeraz 5U 0.15 ul
dH20 6.35 pl
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Cizelge 4.8. Mutasyon bdlgelerini ¢gogaltmak i¢in PCR’da kullanilan 1s1 donglsu

PCR programi

Sicaklik Sire

94 °C denattirasyon 3 dakika

94 °C denattrasyon 30 saniye 35

65 °C hibridizasyon 30 saniye dangd
72 °C uzama 1 dakika 45 saniye

72 °C final uzama 10 dakika

4°C 00

PCR drinleri agaroz jel elektroforezinden gegcirilerek kontrol edildi. Fiizyon varyantlarinin
kontrolii i¢in PCR firiinleri ile birlikte kalip DNA olarak kullanilan poliniikleotitler de
elektroforezden gegirilerek bantlarin siddeti karsilastirildi. PCR {irtinleri bir sonraki

asamada kullanima kadar -20 °C’ta saklandi.

4.2.3.2 Agaroz Jel Elektroforez
Agaroz jel elektroforezi ile goriintiilemeler i¢in asagidaki protokol uygulandi.

e Ara stok tamponu olarak 5X TBE tamponu icin 54gr Tris bazik, 27.5gr borik asit
ve 2.72gr EDTA ayni kapta karistirildi. Karigim distile su ile 11t’ye tamamlandi.

e Hazirlanan 5X TBE tamponundan 1X TBE tamponu hazirlamak i¢in 125ml 5X
TBE, 500ml distile su ile karistirildi.

e 9%?3’liik agaroz jel hazirlamak i¢in beher iginde 4.05gr agaroz, 108ml distile su ve
27ml 5X TBE tamponu ile karistirildi. Karigimin oldugu beher mikrodalga firinda
homojen bir karisim elde edilinceye kadar 1sitildi. Mikrodalga firindan ¢ikarilan
beherde, ortalama 60°C’ye gelen karisim icine 7pl EtBr ilave edilip karistirildi.

e FEtBr eklenen karisim sogumakta iken tarak yerlestirilmis yatay elektroforez
tankinin kasetine i¢inde baloncuk kalmayacak sekilde dokiildii. Jel oda 1sisinda

bekletilerek donmaya birakildi.
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e Elektroforez tankinin i¢i 1X TBE tamponu ile jelin {izerini ortecek seviyeye kadar
dolduruldu.

e 1ul DNA molekiiler agirlik belirteci 4ul distile su ve 1ul DNA ylikleme boyasi ile
karistirildiktan sonra ilk kuyuya aktarildu.

e YdlrUtulecek DNA ornekleri parafilm yizey Uzerinde 1ul (6X) DNA yikleme
boyasina 4ul DNA 6rnegi olacak sekilde pipet yardimi ile karistirildi ve her bir
kuyuya sirastyla aktarildi.

e Hazir hale geldikten sonra elektroforez tanki 110V’ta 45dakika boyunca
calistirilarak DNA 6rnekleri ylratulda.

e 45 dakikanin sonunda jelin UV goriintiileyici (Alpha Innotech, FluorChem FC) ile
fotografi ¢ekildi.

4.2.4 Multipleks PCR

Nokta mutasyonu icin toplam 8 gen ve 16 bolgeyi iceren pirmerler KHDAK tedavisinde
Oonem arz eden ve goriilme sikligina goére iki pleks olusturacak sekilde gruplandi. Buna
gbre 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 olusturuldu.

Fiizyon mutasyonlart ALK nin olusturdugu fiizyon varyantlar1 ile ROS1 ve RET’in
olusturdugu flizyon varyantlar1 iki pleks olacak sekilde gruplandi. Buna gore ALK’nin
EML4 ile yaptig1 10 flizyon varyanti, TFG ile yaptigi 1 fiizyon varyanti ve KIF5B ile
yaptig1 3 flizyon varyant1 birinci pleksi; RET’in KIFSB ile yaptigi 8 fiizyon varyanti,
CCDC6 ile yaptig1 1 fiizyon varyanti, ROSI 'inSLC34A42 ile yaptig1 2 fiizyon varyanti,
SDC4 ile yaptig1 3 fiizyon varyanti, CD74 ile yaptig1 2 fiizyon varyanti, EZR ile yaptig1 1
fiizyon varyanti, LRIG3 ile yaptigi 1 fiizyon varyanti, TPM3 ile yaptig1 1 fiizyon varyanti
ve GOPC ile yaptig1 2 flizyon varyant: ikinci pleksi olusturdu.

Nokta mutasyonlar igin iki pleks halinde gruplandirilan primerler ile olusturulan
amplikonlar her primerden esit konsantrasyonda olacak sekilde asagidaki kosullarda

cogaltildi.

Flizyon mutasyonlari i¢in ayn1 pleks i¢inde ayni fiizyon partneri varyantlari icin ortak olan
primerler tiim primerler ile esit konsantrasyonda alindi. Farkli fiizyon partnerleri igin ortak
olan primerler ise diger primerlerin konsantrasyonunun fiizyon partneri sayist kat1 kadar

alindi.
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Cizelge 4.9.Mutasyon bolgelerini ¢cogaltmak icin multipleks PCR’da kullanilan kimyasallar

Kullanilan kimyasal Hacim
Tagq PCR tamponu (10X) 1.5l
dNTP (2.5 mM) 15 pl
MgCl2 (25 mM) 1.5 pl
kalip DNA (~30ng) 2.0 ul
Ileri primer (10 UM) 24 ul
Geri primer (10 M) 24 ul
DNA polimeraz 5U 0.15 pl
dH20 3.55 pl

Cizelge 4.10.Mutasyon bolgelerini gogaltmak i¢in multipleks PCR’da kullanilan 1s1
dongusu

PCR programi

Sicaklik Sire

94 °C denatirasyon 3 dakika

94 °C denatirasyon 30 saniye 35

65 °C hibridizasyon 30 saniye dongt
72 °C uzama 1 dakika 45 saniye

72 °C final uzama 10 dakika

4°C 00

Nokta mutasyonlart i¢in elde edilen PCR f{iriin boylarinin birbirine yakin uzunlukta olmasi

nedeni ile her amplikonun elde edilip edilmedigi, her primer c¢ifti ile ayr1 reaksiyonlarda ve
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ayn1 kosullarda ikinci bir PCR uygulanarak kontrol edildi. Elde edilen PCR Ur(inleri agaroz

jel elektroforezi sonrasi goriintiilendi.

Fiizyon mutasyonlar1 i¢in amplikonlarin elde edilip edilmediginin kontrolii i¢in PCR
trtinleri ile birlikte kalip DNA olarak kullanilan poliniikleotitler de elektroforezden

gecirilerek bantlarin siddeti karsilastirildi

4.2.4.1 Multipleks Polimeraz Zincir Reaksiyonu Optimizasyonu
Multipleks PCR yontemi ile ¢ogaltilan amplikonlarin PCR optimizasyonu ig¢in standart

kosul olarak primer validasyonunda kullanilan ayni kosullar kullanildi.

Standart kosullara ilave olarak primerlerin konsantrasyonu 0.1uM ve 0.3uM, MgCl2’nin
konsantrasyonu 1.2mM ve 1.8mM, dNTP konsantrasyonu 0.9mM ve 1.8mM, PCR
tamponunun konsantrasyonu 0.75X ve 3X olacak sekilde degistirilerek farkli kosullarin
PCR iirtinlerine etkilerine bakildi. PCR’dan ¢ikan tiipler barkodlama yapilmak tizere -20
°C’da sakland.

4.2.5 Barkodlama
[llumina Miseq’te paralel okuma sonrasi farkli PCR {irlinlerinin ayirt edilebilmesi icin

Multiplicom’un kiti kullanilarak asagidaki protokole gore barkodlama islemi yapildi.

PCR sonrasi elde edilen riinler 98ul PCR gradient su igine 2ul PCR drini olmak Uzere

seyreltildi.

Cizelge 4.11.Barkodlama i¢in PCR’da kullanilan kimyasallar

Kullanilan kimyasal Hacim
Universal Buffer (multiplicom) 10 pul
Amplification reagent (multiplicom) 10 pul
MID primer p5 (multiplicom) 2.0 ul
MID primer p7 (multiplicom) 2.0 ul
PCR urdna 1.0ul
Taq polimeraz (multiplicom) 0.125 pl
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Cizelge 4.12. Barkodlama i¢in PCR’da kullanilan 1s1 dongiisii

PCR programi

Sicaklik Sire

98 °C denattirasyon 10 dakika

95 °C denaturasyon 45 saniye 20

64 °C hibridizasyon 45 saniye dangd
68 °C uzama 2 dakika

72 °C final uzama 10 dakika

4°C 00

PCR’dan ¢ikan tiipler purifikasyon yapilmak tizere -20 °C’da saklandi.

4.2.6

Purifikasyon

Her amplikon icin piirifiye edilmis barkodlu PCR firiinleri yaklasik olarak ayni
miktarda olacak oranda pleksler birlestirildi ve vorteksle karistirildi.

24ul AmPure bead 1.5°lik ependorf tiipe kondu. AmPure beadlerin Uzerine
birlestirilen PCR iirlinlerinden 30ul ilave edilip orta siddette vorteksle karistirildi
ve oda 1s1sinda 5 dakika beklemeye birakildi.

Oda 1s1sinda bekletilen karisim manyetik DynaMag tizerine yerlestirilerek 5 dakika
oda 1s1sinda bekletildi.

Tiiplerin i¢ginde manyetik beadlerin yiizeye ¢ekilmesinin ardindan berrak hale gelen
stv1 kisim pipet ile ¢ekilerek atildi.

Her tlpln Uzerine 200ul %70 taze hazirlanmis EtOH eklendi ve tekrar Dyna Mag
tizerine yerlestirildi. Manyetik beadler yizeye cekilinceye kadar bekletildikten
sonra supernatant pipetle ¢ekilerek atildi.

Her tuptn uzerine tekrar 200ul %70 taze hazirlanmis EtOH eklendi ve Dyna Mag
tizerine yerlestirildi. Manyetik beadler ylizeye c¢ekilinceye kadar bekletildikten
sonra supernatant tekrar pipetle cekilerek atildi. Beadlerin iizerinde kalmis olan

nem buharlagincaya kadar tiiplerin kapaklar1 agik olarak bekletildi.
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e Beadlerin iizerindeki nem yeterince buharlastiktan sonra 20ul distile su eklendi ve
vorteksle iyice karistirildi. Su eklenen beadler DynaMag iizerine yerlestirildikten
sonra yuzeye cekilinceye kadar bekletildi.

e Beadler ylizeye cekildikten sonra siipernatant pipetle cekilerek iizeri etiketlenmis

tiiplere purifiye edilmis DNA olarak aktarildi.

4.2.7 Sekanslama
e Purifiye edilmis PCR trunlerinin NanoDrop ile konsantrasyonlar dlgiildii.
e [llumina MiSeq ile dizilemede her amplikondan yaklasik olarak 4nM
konsantrasyonda olacak sekilde 1XTE tampon ile seyreltildi.
e MiSeq platformunda dizileme asamasina girecek olan ayni konsantrasyondaki tiim
amplikonlar Illumina MiSeq’in protokoliine gore birlestirildi.
4.2.7.1 MiSeq
Hazirlanmis olan amplikon kiitiiphanesini sekanslamaya hazirlamak i¢in Illumina MiSeq

kosum protokolii uygulandi.

e 10N NaOH seyreltilerek taze 0.2N NaOH hazirlandi.

e Mikrosantrifiij tiipii igerisinde Sul (4 nM) DNA o0Ornegi ile 5ul (0.2N) NaOH
birlestirildi. Karisim vorteksle kisaca karistirilip 1 dakika boyunca 280xg santrifiij
edildi ve oda sicakliginda 5 dakika denatiire olmasi icin inkiibasyona birakildi.

e Denatiire olan 10ul DNA 6rnegi buzlart onceden ¢o6ziilmiis olan 990ul HT1
tamponu ile karistirildi ve ImM NaOH ile 20pM denatiire kiitiiphane elde edildi ve
karisim bir sonraki asamaya kadar buzda bekletildi.

e 360l 20 pM denatiire DNA ile 540ul buzlart ¢6ziinmiis HT tamponu birlestirilerek
&pM’e seyreltildi.

Sekanslama esnasinda kullanilmak iizere PhiX kontrol kiitiiphanesi hazirlandi.

e 2ul (10nM) PhiX kutlphanesi ile 3ul 10mM Tris-Cl ve pH 8.5’te %0.1 Tween 20
ile karigtirilarak 4nM PhiX kiitiiphanesi hazirlandi.

e Sul 4nM PhiX Kkiitiiphanesi ile S5ul 0.2N NaOH birlestirildi. 2nM PhiX karisimi
kisaca vorteks ile karigtirilarak 1 dakika boyunca 280xg santrifiij edildi ve oda

sicakliginda 5 dakika denatiire olmas1 i¢in inkiibasyona birakildi.
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e Denatiire olan 10ul PhiX kiitiiphanesi ile buzlar1 6nceden ¢6ziilmiis olan 990ul
HT1 tamponu ile karistirildi ve 1mM NaOH konsantrasyonunda 20pM denatiire
PhiX kuttphanesi elde edildi.

e 20pM PhiX Kkiitiiphanesinden 62.5ul alinarak 37.5ul buzlan ¢ozinmiis HT1
tamponu karistirtlarak 12.5ul PhiX kiitiiphanesi elde edildi.

e Son asama olarak 33ul 12.5ul PhiX kiitiiphanesi ile 627ul danatiire DNA 6rnegi
birlestirildi ve vorteksle karigtirilarak yiiklemeye hazir hale getirildi.

4.2.8 Dizinin Analizi

Birlestirilen ve Illumina MiSeq’e yiiklenen DNA 6rnegi SeqPilot (JSI medical systems
GmbH, version 4.1.2) yazilimi ile analiz edildi. Elde edilen amplikon sayilar1 grafik haline
getirildi. Her amplikonun okuma sayisi ile pleks i¢i ve pleksler arasi ortalama okuma
sayilar1 hesaplandi. Amplikon okuma sayilarinin birbirleri ile uyumuna yine pleks i¢i ve
pleksler arasi varyasyon katsayilari hesaplanarak bakildi. Pleks i¢i okuma sayilarinin
standart sapmasi hesaplandi ve pleks i¢i aritmetik ortalamasina boliinerek pleks ici
varyasyon katsayilar1 elde edildi. Ayni sekilde pleksler arasi okuma sayilarinin tiimii
alarak standart sapma hesaplandi ve tim okuma sayilarinin aritmetik ortalamasina

boliinerek pleksler arasi varyasyon kat sayilari elde edildi.

4.2.9 Multipleks PCR Validasyonu
Nokta mutasyonu icin tasarlanan primerlerin multipleks PCR validasyonu icin EGFR

mutasyonu oldugu bilinen anonimize DNA 6rnekleri kullanildu.

Flizyon mutasyonlar1 i¢in tasarlanan primerlerin multipleks PCR validasyonu igin

tasarlanan polinukleotid dizileri kullanildi.
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5 ARASTIRMA BULGULARI

5.1 Primerlerin Validasyonu

Nokta mutasyonlart i¢in tasarladigimiz primerlerin multipleks PCR oncesinde istenilen
bolgeyi ¢ogaltip ¢ogaltmadiginin kontrolii i¢in her primer ¢ifti i¢in ayr1 tiiplerde PCR
uygulandi. Elde edilen PCR urunlerin %3’liikk agaroz jel elektroforezinden sonra UV

goriintlileyicide fotograflar ¢ekildi.

DNA
cetveli

P
P

/ 302bp

/ 314bp

/ 322bp
/ 335bp

KRAS_2/345bp

BRAF_15/337b
EGFR_18
EGFR_19/320b
EGFR_20

EGFR 21
KRAS_3 /302bp

v~
v~
L
<
[+
@

Sekil 5.1.Pleks 1 primerleri ile tekli olarak ¢ogaltilan nokta mutasyonu bodlgelerinin jel
gorintdsu
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DNA
cetveli

/ 319bp
/ 301bp
/ 314bp

/ 337bp
/333bp
/ 340bp

MEK1 2/ 307bp

PIK3CA_ 20

Q.
L
™~
o
m
oy
ql
~
-
>
<L

ALK 22
ALK 23
ALK_25
HER2_20
PIK3CA_ 9

Sekil 5.2.Pleks 2 primerleri ile tekli olarak ¢ogaltilan nokta mutasyonu bélgelerinin jel
gorintasu

5.2 Multipleks PCR Validasyonu

Multipleks PCR olarak ¢ogaltilan bolgelerin birbirlerine yakin uzunlukta olmasi nedeni ile
agaroz jel elektroforezinde ayirt etmek miimkiin olmadigi i¢in primer g¢iftleri ayri ayri
kullanilarak her bolge multipleks PCR fiiriiniinden tekrar ¢ogaltildi. Cogaltilan bdlgelerin

%3’liik agaroz jel elektroforezinden sonra goriintiileri gekildi.

P

P
p
P

/ 302bp
/ 320bp
/ 322bp
/ 335bp
/ 337bp

ALK_25 / 340b

KRAS_2 / 345bp

BRAF_11
BRAF_15/337b
EGFR_18/314b
EGFR_19
EGFR_20
EGFR 21
KRAS_3 / 302bp
AKT1_4/327bp
ALK 22
ALK_23 /333b
MEK1_2/ 307bp
PIK3CA_20/314bp

Sekil 5.3.Multipleks olarak ¢ogaltilan nokta mutasyonu bolgelerinin jel goriintiisii

5.3 Multipleks PCR Optimizasyonu

Primerlerin validasyonunda kullanilan PCR kosullar1 standart olarak kabul edilerek
multipleks PCR asamasinda farkli PCR kosullar1 uygulandi. ilk PCR’dan elde edilen
tiriinlere ikinci PCR ile barkodlama islemi yapildi. Barkodlama islemi yapilan PCR

tirtinleri purifiye edilerek birlestirildi ve yliklemeye hazir amplikon kiitiiphanesi hazirlandi.
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Hazirlanan kiitiiphane Illumina MiSeq ile dizileme ¢alismas1 yapildi ve elde edilen okuma

sayilar1 SeqPilot programi ile analiz edilerek grafikler ¢ikartildi.

Standart
18000
16000
14000
12000
10000
8000
6000
4000
2000 I
0
T I VNP N N SV AT I R R

&
Q\Q/ Q\Qz Q\?J Q\QI Q\Q/ Q\Q/ Q\Q/ /Q\Q/ Q\Q/ Q\Q/ Q\?J Q\Qz Q\Q/ Q\Q/ Q\Q/ Q\Q/
D AR AR AR ng § PP P PSS
F S EFF O ELES
(fb <jb N S *- 4? NSABN SN Q‘ \ Q4r
O’

(}Oovcocyogé’é’é’ »"»o
I FFIIFIFIE VYT wsg'esbes

Sekil 5.4. Multipleks PCR ile standart kosullarda amplikon okuma sayilari

Primer 0.1uM
16000
14000
12000
10000
8000
6000
4000
=R RRRRARERRERE
o -
A A SN AT A AW AT ATINAZ v

5 RF Y
& & IRTRE ¥
iR P U g IR &K ¥
¥ ¥ (& (B (S @F ¥ LT W NS F O
PN RO A Y S
v/ \ \ \ v S
FFFEEFEEEEEES Cy§53¥53&

Sekil 5.5. Multipleks PCR ile diisiik primer konsantrasyonunda amplikon okuma sayilari
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Primer 0.3uM

14000
12000
10000

8000

6000

4000

2000 I I
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Sekil 5.6. Multipleks PCR ile yiiksek primer konsantrasyonunda amplikon okuma sayilari

MgCl2 2mM

16000

14000

12000

10000

8000

6000

4000 I I

2000 I I

o 11 B
N P S S S

) ‘o
Q\Q/ Q\Q\/E Q\$ Q\Q/ Q\Q/ Q\?\/& Q\Q/ Q\Q/ Q\QJ Q\Q\a{- Q\Q\# Q\Q\z{- Q\Q/ Q\Q/ Q\Q/ Q\Qz
ISP APS AN, SR WP AN A, A S AU
&L T T & NI % & & &
C & & RGP AN AR B
T K & K ‘< & X MO M
SAMPR LA O O O O PP PP PP RS
F L LLLEFE RSN ¢ XD
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Sekil 5.7. Multipleks PCR ile diisiik MgCl2 konsantrasyonunda amplikon okuma sayilari
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MgCl2 3mM
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6000
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Sekil 5.8. Multipleks PCR ile yiiksek MgCl2 konsantrasyonunda amplikon okuma sayilari

dNTPs 0.15mM

AN 22BN YASN T8N 1 Q Q Q NNt R
S NN AR O AN e oY NAPNARS:
FEFEFEFEE I & &

Sekil 5.9. Multipleks PCR ile diisiik ANTP konsantrasyonunda amplikon okuma sayilari
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dNTP 0.3mM

18000

16000

14000

12000

10000

8000

6000

4000 I I

2000 I

0 I - —
NG N N G N A A A G G A N

N QT QT QT QT AT AT G QT N N T T N N @

R R AN
& DS YOS Y
WK &G GTNEFEFE XL E
¥ ¥ (& (& (S @FF LN NSO
JONSENNE 2S5 2N P P S SN AN CABN A NN
(RN AR AN NS A IR I IR AR IR
PP EEEEE S Y
FIFIPIIIEIS T EEE

Sekil 5.10. Multipleks PCR ile yiiksek dNTP konsantrasyonunda amplikon okuma sayilari

PCR tamponu 0.5X

Sekil 5.11. Multipleks PCR ile diisitk PCR tamponu konsantrasyonunda amplikon okuma
sayilari
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PCR tamponu 2X
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Sekil 5.12. Multipleks PCR ile yuksek PCR tamponu konsantrasyonunda amplikon okuma
sayilari

5.4 Amplikon Okuma Sayilar1 ve Varyasyon Katsayilari

[llumina MiSeq ile dizileme ¢aligmasi yapilan 6rneklerin okuma sayilar1 SeqPilot yazilimi
ile analiz edildi. Okuma sayilarinin pleks i¢i ve pleksler arast uyumuna varyasyon
katsayilar1 hesaplanarak bakildi. Bunun igin pleks i¢i okuma sayilarinin aritmetik
ortalamast alindi. Pleks i¢i okumalarin standart sapmalar1 hesaplandiktan sonra ilgili
pleksin aritmetik ortalamasina boéliinerek varyasyon katsayisi elde edildi. Pleksler arasi
varyasyon katsayist de ayni islemlerle tiim amplikonlarin okuma sayilarinin aritmetik
ortalamasi alinarak, tim okumalar ile hesaplanan standart sapmaya béliinerek pleksler
aras1 varyasyon katsayilar1 elde edildi. Pleks 1 icindeki varyasyon katsayilar1 0.40
civarinda cikarken pleks 2 icindeki varyasyon katsayilar1 0.70 civarinda ¢ikmistir. Buna

bagli olarak pleksler arasi varyasyon katsayilar1 0.60 civarinda elde edilmistir.
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Cizelge 5.1. Multipleks PCR ile standart kosullarda amplikon okuma sayilari ve pleks igi
ve pleksler aras1 varyasyon katsayilari

Standart

Pleks No

Hedef Bolge

BRAF-E11
BRAF-E15
EGFR-E18
EGFR-E19
EGFR-E20
EGFR-E21
KRAS-EO2
KRAS-EO3
AKT1-EO4
ALK-E22
ALK-E23
ALK-E25
HER2-E20
MEK1-E02
PIK3CA-E9

PIK3CA-E20

ileri
amplikon

5548
1649
3915
1311
3503
2413
1751
5426
1526
3914
785
7419
3926
6182
91
6964

sayisl

Geri
amplikon

3692
3616
1411
1668
4535
3123
2926
4657
2360
5389
908
2790
912
5182
90
6748

saylsl

Toplam
amplikon

9240
5265
5326
2979
8038
5536
4677
10083
3886
9303
1693
10209
4838
11364
181
13712

sayisi
Pleks

ortalama

amplikon

savyisl
Pleks
standart

6393.00

6898.25

sapma

2454.53

4908.42

Pleks
varyasyon

katsayisi

0.38

0.71

Test ortalama
amplikon
sayisl
Test standart
sapma

6645.63 3758.03

Test
varyasyon

0.57

katsayisi

Cizelge 5.2. Multipleks PCR ile diisiik primer konsantrasyonunda amplikon okuma sayzilari

ve pleks ici ve pleksler aras1 varyasyon katsayilari

Primer 0.1pl

Pleks No

Hedef Bolge

BRAF-E11
BRAF-E15
EGFR-E18
EGFR-E19
EGFR-E20
EGFR-E21
KRAS-E02
KRAS-EO3
AKT1-EO4
ALK-E22
ALK-E23
ALK-E25
HER2-E20
MEK1-E02
PIK3CA-E9
IK3CA-E2(

ileri

amplikon
sayisi

6377
2143
3988
1685
2539
1683
1657
4365
1218
3004
1868
6459
2458
5543
247
5762

Geri
amplikon
sayisl

4254
4680
1399
2129
3029
2033
2771
3750
1844
4043
2185
2380
531
4625
244
5563

Toplam
amplikon
saylsi
Pleks
ortalama
amplikon

10631
6823
5387
3814
5568
3716
4428
8115
3062
7047
4053
8839
2989
10168
491
11325

6060.25

5996.75

5-38

savisl
Pleks
standart
sapma

2378.37

3904.61

Pleks
varyasyon

0.39

0.65

katsayisi

Test ortalama
amplikon
sayisl
Test standart
sapma

6028.50 3123.40

Test
varyasyon

0.52

katsayisi



Cizelge 5.3. Multipleks PCR ile ylksek primer konsantrasyonunda amplikon okuma
sayilar1 ve pleks i¢i ve pleksler aras1 varyasyon katsayilari

Primer 0.3pl

Pleks No

Hedef Bolge

BRAF-E11
BRAF-E15
EGFR-E18
EGFR-E19
EGFR-E20
EGFR-E21
KRAS-E02
KRAS-EO3
AKT1-EO4
ALK-E22
ALK-E23
ALK-E25
HER2-E20
MEK1-E02
PIK3CA-E9
IK3CA-E2(

ileri
amplikon

5995
1535
3014
1190
2674
2107
1551
3956
1341
3269
496
6044
3142
3719
53
4059

sayisl

Geri
amplikon

3931
3343
980
1497
3152
2685
2590
3350
2019
4266
565
2205
636
3087
52
3880

sayis

Toplam
amplikon
sayisi
Pleks
ortalama
amplikon

9926
4878
3994
2687
5826
4792
4141
7306
3360
7535
1061
8249
3778
6806
105
7939

5443.75

4854.13

savisl

Pleks
standart
sapma

2263.00

3215.39

Pleks

© t
[} -

83 £=2> s§ 5§85
E"*r"u OEtn u’g '_2""65'
o x £ 5 7 g x
> 4] 4] >

[t =
0.42

5148.94  2703.20 0.53
0.66

Cizelge 5.4. Multipleks PCR ile diisiik MgCI2 konsantrasyonunda amplikon okuma
sayilar1 ve pleks ici ve pleksler arasi varyasyon katsayilari

MgCI2 2mM

Pleks No

Hedef Bolge

BRAF-E11
BRAF-E15
EGFR-E18
EGFR-E19
EGFR-E20
EGFR-E21
KRAS-E02
KRAS-EO3
AKT1-EO4
ALK-E22
ALK-E23
ALK-E25
HER2-E20
MEK1-E02
PIK3CA-E9
>IK3CA-E2(

ileri
amplikon

5483
1178
4098
1389
3267
2438
1105
3950
757
3557
871
7280
3230
6062
89
6019

sayisl

Geri
amplikon

3701
2589
1573
1776
4322
3199
1850
3411
1188
4947
1061
2986
816
5141
88
5878

sayisl

Toplam
amplikon
sayisi
Pleks
ortalama

9184
3767
5671
3165
7589
5637
2955
7361
1945
8504
1932
10266
4046
11203
177

11897

amplikon

5666.13

6246.25

5-39

savisl
Pleks
standart
sapma

2272.79

4729.04

Pleks
varyasyon

katsayisi
Test ortalama
amplikon
sayisl
Test standart
sapma
Test
varyasyon

0.40

5956.19 = 3596.77 0.60

0.76

katsayisi



Cizelge 5.5. Multipleks PCR ile yliksek MgCI2 konsantrasyonunda amplikon okuma
sayilar1 ve pleks i¢i ve pleksler aras1 varyasyon katsayilari

MgCl2 3mM

Pleks No

Hedef Bolge

BRAF-E11
BRAF-E15
EGFR-E18
EGFR-E19
EGFR-E20
EGFR-E21
KRAS-E02
KRAS-EO3
AKT1-EO4
ALK-E22
ALK-E23
ALK-E25
HER2-E20
MEK1-E02
PIK3CA-E9
IK3CA-E2(

lleri
amplikon

5813
991
3363
1202
2943
2737
1040
3430
1728
3626
739
6082
2532
6402
25
4758

sayisl

Geri
amplikon

3842
2174
1211
1509
3570
3474
1739
2930
2655
4751
858
2329
562
5334
25
4597

sayis

Toplam
amplikon
sayisi
Pleks
ortalama
amplikon

9655
3165
4574
2711
6513
6211
2779
6360
4383
8377
1597
8411
3094
11736
50
9355

5246.00

5875.38

savisl
Pleks
standart

sapma

2405.69

4163.53

Pleks

© t

s fg, 8, g3
[} -

85 €22 58 B&3
c ® © g v n ® =z ®
o x £ 5 e ©
> 4] 4] >

[t =
0.46

5560.69 = 3300.92 0.59
0.71

Cizelge 5.6. Multipleks PCR ile diisiik ANTP konsantrasyonunda amplikon okuma sayilari
ve pleks ici ve pleksler arasi varyasyon katsayilari

dNTP 0.15mM

Pleks No

Hedef Bolge

BRAF-E11
BRAF-E15
EGFR-E18
EGFR-E19
EGFR-E20
EGFR-E21
KRAS-E02
KRAS-EO3
AKT1-EO4
ALK-E22
ALK-E23
ALK-E25
HER2-E20
MEK1-E02
PIK3CA-E9
>IK3CA-E2(

ileri
amplikon

6961
1192
4235
1411
3227
2247
1262
4844
1168
4039
499
8362
3869
7462
62
7946

sayisl

Geri
amplikon

4612
2607
1504
1785
4047
2692
2113
4146
1786
5625
591
3053
867
6222
61
7675

sayisl

Toplam
amplikon
sayisi
Pleks
ortalama

11573
3799
5739
3196
7274
4939
3375
8990
2954
9664
1090
11415
4736
13684
123
15621

amplikon

6110.63

7410.88

5-40

savisl
Pleks
standart
sapma

2983.64

5951.63

Pleks
varyasyon

katsayisi
Test ortalama
amplikon
sayisl
Test standart
sapma
Test
varyasyon

0.49

6760.75 = 4597.32 0.68

0.80

katsayisi



Cizelge 5.7. Multipleks PCR ile yliksek dNTP konsantrasyonunda amplikon okuma
sayilar1 ve pleks i¢i ve pleksler aras1 varyasyon katsayilari

dNTP 0.3mM

Pleks No

Hedef Bolge

BRAF-E11
BRAF-E15
EGFR-E18
EGFR-E19
EGFR-E20
EGFR-E21
KRAS-E02
KRAS-EO3
AKT1-EO4
ALK-E22
ALK-E23
ALK-E25
HER2-E20
MEK1-E02
PIK3CA-E9
IK3CA-E2(

lleri
amplikon

5856
2386
2242
773
2254
1725
2085
4554
969
3969
236
7641
3986
4126
64
6024

sayisl

Geri
amplikon

3912
5205
774
983
2799
2236
3487
3907
1504
5362
277
2935
887
3478
63
5820

sayis

Toplam
amplikon
sayisi
Pleks
ortalama
amplikon

9768
7591
3016
1756
5053
3961
5572
8461
2473
9331
513
10576
4873
7604
127
11844

5647.25

5917.63

savisl
Pleks
standart

sapma

2776.01

4582.82

Pleks

© -
c _ E © c
O 2 ®© g - T © o
23 82 55 5%
c8 sg8 g =<2
S¥ 5 2

[t =
0.49

5782.44  3662.89 0.63
0.77

katsayisi

Cizelge 5.8. Multipleks PCR ile diisiik PCR tamponu konsantrasyonunda amplikon okuma
sayilar1 ve pleks ici ve pleksler arasi varyasyon katsayilari

PCR buffer 0.5X

Pleks No

Hedef Bolge

BRAF-E11
BRAF-E15
EGFR-E18
EGFR-E19
EGFR-E20
EGFR-E21
KRAS-E02
KRAS-EO3
AKT1-EO4
ALK-E22
ALK-E23
ALK-E25
HER2-E20
MEK1-E02
PIK3CA-E9
>IK3CA-E2(

ileri
amplikon

5211
1071
5250
2039
2861
1966
1144
3961
764
2702
1271
6381
2562
4792
39
5886

sayisl

Geri
amplikon

3497
2352
1984
2618
3825
2571
1914
3403
1199
3881
1551
2547
628
4049
39
5729

sayisl

Toplam
amplikon
sayisi
Pleks
ortalama

8708
3423
7234
4657
6686
4537
3058
7364
1963
6583
2822
8928
3190
8841
78
11615

amplikon

5708.38

5502.50

5-41

savisl
Pleks
standart
sapma

2061.45

4068.97

Pleks
varyasyon

katsayisi
Test ortalama
amplikon
sayisl
Test standart
sapma
Test
varyasyon

0.36

5605.44 3117.82 0.56

0.74

katsayisi



Cizelge 5.9. Multipleks PCR ile yiiksek konsantrasyonunda amplikon okuma sayilar1 ve
pleks ici ve pleksler aras1 varyasyon katsayilari

PCR buffer 2X

Pleks No

Hedef Bolge

BRAF-E11
BRAF-E15
EGFR-E18
EGFR-E19
EGFR-E20
EGFR-E21
KRAS-E02
KRAS-EO3
AKT1-EO4
ALK-E22
ALK-E23
ALK-E25
HER2-E20
MEK1-E02
PIK3CA-E9
IK3CA-E2(

ileri
amplikon

1336

676
267
6644
2516

702
4024
2656
4303
2780
8461

4119

sayisl

Geri
amplikon

899

254
343
8435
3264

1093
5453
3225
1714
665

7158

4008

sayis

Toplam
amplikon

2235
0
930
610
15079
5780
0
13
1795
9477
5881
6017
3445
15619

8127

sayisi
Pleks

ortalama

amplikon

3080.88

6295.13

5-42

savisl
Pleks
standart

sapma

5224.70

4908.69

Pleks
varyasyon

1.70

0.78

katsayisi
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Test
varyasyon

1.10
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6 TARTISMA VE SONUC

6.1 TARTISMA

Akciger kanserinin molekiiler genetik temellerinin anlasilmasi ile tedavi siirecinde kisiye
yonelik uygulamalarin faydalar1 da gesitli calismalarda gosterilmeye baglamistir. Klasik
kemoterapi ilaglar1 ile karsilastirildiginda, kiside bulunan mutasyona ugramis molekiiler
hedeflere kars1 gelistirilen ilaglar daha etkin sonu¢ vermektedir. Bu nedenle molekuler
tedavi hedefi durumunda olan veya tedavide yonlendirici olabilecek genlerdeki

mutasyonlarin taranmasinda kullanilacak bir tan1 yontemi 6nem kazanmaktadir (53-55).

Akciger kanserinde, nokta mutasyonlarin tespitinde yaygin olarak sanger dizileme ve
gercek zamanli PCR (RT-PCR) yontemleri; flizyon mutasyonlarinin tespitinde de yaygin
olarak fluoresan in situ hibridizasyon (FISH) yontemleri kullanilmaktadir. Bu ¢aligmada
ise multipleks PCR ile ¢ogaltilan gen bolgelerindeki mutasyon tespiti i¢in lllumina Miseq

platformunda yeni nesil dizileme yontemi gelistirilmistir (56, 57).

Sanger dizileme yonteminde yaklasik 900 bp uzunlugundaki diziler okunabilmektedir.
Genellikle bu dizilerin yaklagik 50 bp uzunlugundaki ilk kismi ve 900bp’in ilizerindeki
kisimlar1 ¢cogunlukla okunamamaktadir. Kapiler elektroforez prensibi ile ¢alisan Sanger
dizileme yonteminde 50 bp’den diisik uzunluklar ayirt edilememekte ve 900 bp’den
yiiksek uzunluklarda sekans PCR’inda kullanilan polimerazin verimi elde edilen sonuglari
sinirlandirmaktadir. Bu c¢aligmada uyguladigimiz yontem ile yaklasik olarak 300bp
uzunlugundaki bolgeleri okuyor olmamiza ragmen sanger dizileme yOnteminden {istiin
olarak yeni nesil sekanslamanin paralel okuma 6zelligi ile birden fazla bolge ve DNA
barkodlama yontemi ile farkli hastalarin DNA ornekleri ayni test uygulamasi iginde
okunabilmektedir. Ayrica tiimér dokunun heterojenitesi nedeni ile tespit edilemeyen
mutasyonlar yeni nesil dizileme yonteminde, paralel okuma o6zelligi ile yeni nesil
dizilemenin test sonucunda elde edilen okuma sayilari igerisinde tespit edilebilmektedir.
Buna ilave olarak tiim bdlgelerin dizileme calismasi i¢in yaklasik 30ng gibi diisiik

miktarda DNA 6rnegi ile ¢alisma imkani saglanabilmektedir(58-60).

Gergek zamanli PCR yonteminde 6nceden belirlenmis mutasyonlar i¢in hassas sonuglar
elde edilebilmekte ancak dizi okumasi1 gerceklestirilmedigi i¢in dnceden belirlenmemis
mutasyonlar tespit edilememektedir. Ger¢gek zamanli PCR tekniginde kullanilan problar ile
primerin tasarlandigi ve mutasyon iceren bolgedeki niikleotid bazlarindan kaynaklanan

baglanma sicakligindaki degisim sayesinde primer ile komplementer olmayan sekansin
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daha gec¢ ¢ogalmasi esasina dayanir. Bu yontemde dizinin okunmasi ger¢eklesmemekte,
onceden belirlenmis olan mutasyonlarin varlig1 ya da yoklugu elde edilmektedir. Yeni nesil
sekanslamada ise mutasyon bolgesinin dizisi okundugu i¢in 6nceden belirlenmemis olan

yeni mutasyonlar da ortaya ¢ikarilmaktadir(61, 62).

Fiizyon mutasyonlar1 i¢in FISH yontemi standart tan1 yontemi olarak kullanilmaktadir. Bu
yontemde kullanilan ayrilmali (break apart) problar ile gen yeniden diizenlenmesi tespit
edilebilmekte ancak dizi ve fiizyonun olustugu bolge hakkinda bilgi vermemektedir. ALK
flizyonlarinda EML4 fiizyon partnerinin yeniden diizenlenmesi EML4 geninin farkli
bolgelerini igermesine karsilik ALK geninin kinaz bolgesi fuzyonlarin hepsinde korunmus
durumdadir (63). Bu ¢alismada secilen varyantlar, tasarlanan primerlerle ¢cDNA’dan

cogaltilarak, olusan fliizyonun dizisi hakkinda da bilgi saglayabilmektedir (64).

Dizileme asamasinda Illumina Miseq platformunun kullanildigi bu c¢alismada kiigiik
hicreli dis1 akciger kanserinde tedavi hedefi veya tedavide yonlendirici olabilecek gen
bolgelerinin multipleks PCR yontemi ile ¢ogaltilmas: gergeklestirilmistir. Multipleks PCR
uygulamasi normal PCR’da gegerli olan kosullarin yaninda multipleks PCR’da kullanilan
primer ciftlerin birbirleri ile de uyumlu olmasimi gerektirmektedir. Her primer c¢ifti
reaksiyon tupunde yer alan dNTP, MgCl> gibi kaynaklar1 ortak olarak kullandigi i¢in her
primer ¢iftinin verimliligi birbiri ile dengeli olmalidir. PCR ydnteminin bir ¢esidi olan
multipleks PCR metodunda birden fazla primer ¢ifti ayni reaksiyon igerisinde kullanilarak
Oonemli Ol¢lide zaman ve kaynak kazanimi saglamaktadir (65). Sagladigi avantajlar
nedeniyle bu yontem nokta mutasyonlari, polimorfizm, gen delesyonlari, niceliksel

analizlerde ve mikrobiyolojide tiir tespitinde kullanilmaktadir (66).

Multipleks PCR optimizasyonunda primer konsantrasyonlarmnin kalip DNA’ya orani
reaksiyon veriminde onemli rol oynamaktadir. Primer konsantrasyonunun kalip DNA
konsantrasyonundan 107 molar fazla olmasi ve kalip DNA’dan bagimsiz olarak primer
konsantrasyonu 0.5uM’dan fazla olmamasi1 PCR iirlinlerinin verimini arttirmaktadir. Bizim
calismamizda bu konsantrasyon her primer i¢in 0.2uM olarak belirlenmistir. Bu kosullarin
saglanmadig1 bir reaksiyon ortaminda primer dimer olusma sansi ylikselmektedir. Buna
bagl olarak da reaksiyon sonunda beklenmeyen amplifikasyon tirlinleri goriilebilmektedir.
Primer konsantrasyonunun kalip DNA konsantrasyonuna oranimnin ¢ok diisiik olmasi ise

urtinlerin beklenilenin aksine katlanarak artmamasina neden olmaktadir (67).
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Primer dimer olusumu gibi PCR’1 etkileyen ve 6zgiil olmayan baglanmalarin nlenmesi
Igin primer tasariminda primerin GC igerigi, baglanma sicakligi, kalip DNA ile eslenik
olmasit gibi parametrelerin dikkate alinmasi gerekmektedir (68). Spesifik olmayan
baglanmalarin Oniine ge¢mek i¢in termal dongii Oncesinde PCR’a yliksek sicaklikta

baslanmasi primer dimer gibi spesifik olmayan baglanmalarin 6nlenmesini saglayabilir
(69).

Birden fazla primer ciftinin kullanildigi multipleks PCR tekniginde her primer ¢iftinin
ideal olarak esit verimlilikte olmasi1 gerekmektedir. Her primer ¢iftinin esit verimlilikte
caligmas1 i¢in baglanma sicakliklarinin birbirine miimkiin oldugunca yakin olmasi
gerekmektedir. Baglanma sicakligi multipleks PCR igerisinde yer alan primer ¢iftlerinin
verimliligini etkileyen en Onemli parametrelerden birisidir. Tiim primer ¢iftlerinin
reaksiyon iginde bulunan sinirli miktarda kaynak igin birbiri ile yaris iginde olmasindan
dolayr baglanma sicakhigmin yaklasik olarak 4-6°C diisiiriilmesi her primer ciftinin
verimliliginin dengelenmesini saglayabilir. Baglanma sicakliginin yiiksek olmasi
durumunda baglanma sicaklig1 diisiik olan primer ¢iftleri baglanma sicakligi yiiksek olan
primer ciftlerinin gerisinde kalarak olumsuz olarak etkilenmektedir. Bizim ¢aligmamizda
baglanma sicakhigi 65°C olarak belirlendi. Ayrica her primerin kendi i¢inde veya diger
primerler ile eslenik dizi bulundurmasi da o primerin verimini diisiirecegi i¢in primerlerin
kalip DNA’da spesifik olarak baglanacagi bolge disinda eslenik dizi igermemesi
gerekmektedir (70). Cogaltilacak gen bolgesinin genomik DNA iginde psddogen gibi
eslenigi olan bolgelerin olmast durumunda o primerin spesifik olarak baglanmasi beklenen
bolgeyi ¢ogaltmasinda veriminin diismesine neden olabilir (71). Bizim g¢alismamizda da
PIK3CA geninin ekzon 9 bolgesi ile eslenik olan psddogen bulunmasi nedeniyle bu primer
¢iftinin verimi diisiik oldugu gézlemlenmis ancak dizinin okunmasi agisindan 6nemli bir

engel teskil etmemistir.

Kalip DNA’nin diisiik konsantrasyonda olmasi halinde kalip DNA’nin 6zelliklerine bagh
olarak primer ciftlerinin kalip DNA’da eslenigi oldugu boélgelere baglanma verimini
etkileyebilir. Ayrica kalip DNA’da hedef bolge durumunda olan dizinin yakin bolgelerinde
bulunan GC igerigi gibi ikincil yap1 olusumunda etkili olan diziler bu bélgeyi hedef alan

primerlerin hedef bolgeye erisimini etkilemektedir (72).

Multipleks PCR tek reaksiyonda birden fazla bolgenin ¢ogaltilmasi hem zaman hem de

kaynak bakimindan normal PCR teknigine gore avantaj saglamaktadir. Ancak
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optimizasyon asamasi tek primer ¢iftinin kullanildigi normal PCR teknigine gore daha
fazla parametre icermektedir. Her primer ¢iftinin konsantrasyonu ilk seferde ayni miktarda
alarak optimizasyona baslanmaktadir. Termal dongii kosullar1 optimize edildikten sonra
hala baz1 primer ciftlerinin digerlerine gére daha fazla iiriin vermesi durumunda primer
konsantrasyonlart degistirilerek optimizasyona devam edilir. Buna gore diger kosullarin
optimize edildigi durumda zayif olan primer ¢iftlerinin konsantrasyonu arttirilir, giiglii olan
primer ciftlerinin ise konsantrasyonlar1 azaltilir. Primerlerin son konsantrasyonlar1 0.04uM
ile 0.5uM arasinda olmalidir. Zayif primerlerin konsantrasyonu 0.3uM ile 0.5uM arasinda,
guclu primerlerin konsantrasyonu ise 0.04uM ile 0.4uM arasinda olmalidir. Primer
dizisinin 5> ucuna eklenen 20bp’lik bir uzantinin multipleks PCR’da termal dongii,
baglanma sicakligi gibi reaksiyon kosullarimin her primer c¢ifti i¢in ayni olmasini
saglayarak sadece primer konsantrasyonlarmin degistirilmesi ile her bolge i¢in verimli
cogalma sagladigi gosterilmistir (50, 51). Bizim ¢alismamizda da barkodlama islemi igin

her primerin 5’ ucuna 20bp’lik dizi eklenmesi optimizasyon siirecini kolaylagtirmistir.

Primer konsantrasyonlar1 disinda reaksiyonda bulunan her bilesenin konsantrasyonunun
farkli etkileri vardir. Bunlar arasinda MgCl, konsantrasyonu hem polimeraz enziminin
calismasini sagladigit hem de dNTP ve primerlere baglanmasi nedeni ile optimizasyon
asamasinda ilk diistiniilmesi gereken bilesenlerden birisidir. Diisiik MgCl> konsantrasyonu
polimerazin calismasint etkileyerek yeterli {iriiniin olusmamasina yol acar. Yiiksek
miktarda MgCl> konsantrasyonu ise spesifik olmayan baglanmalar olusturarak
beklenmeyen iiriinlerin olugsmasina neden olabilir. MgClz, ANTP’ye baglandig1 i¢in yliksek
dNTP konsantrasyonu muhtemelen polimerazin ¢alismasim1  engelleyerek PCR
reaksiyonunu durdurabilir. Bu nedenle dNTP konsantrasyonu MgCl, konsantrasyonu ile
uyumlu olmalidir. 200uM dNTP i¢in yaklasik 1.5mM ile 2mM arasinda MgClz birlikte
verimli ¢alismaktadir. MgClz disinda diger 6nemli bir bilesen ise PCR tamponu i¢inde yer
alan tuz konsantrasyonudur. Uzun PCR f{iriinii olusturan primer ciftleri diisiik tuz oraninda
daha 1yi calisirken kisa PCR iiriinii olusturan primer ¢iftleri yliksek tuz oraninda daha iy1

caligmaktadir (50).

Multipleks PCR optimizasyonunda PCR iiriinlerinin boylarinin farkli olmas1 durumunda
termal dongiide baglanma sicaklig1 ve uzama siiresi de etkili olmaktadir. Buna gore uzun
urtnlerin digerlerine gore daha az ¢ogalmasi durumunda uzama siiresi arttirilarak, kisa
triinlerin digerlerine gore daha az c¢ogalmasi durumunda ise baglanma sicaklig

diistiriilerek ¢6ziim bulunabilir (73). Bizim ¢alismamizda tiim primer giftlerinin PCR iiriin
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boylar1 birbirine yakin oldugu i¢in optimizasyon siirecinde ilk kullandigimiz baglanma
sicaklig1 ve siiresi i¢in 65°C — 30 saniye ve uzama sicaklig1 ve siiresi igin 72°C — 1 dakika

45 saniye degerleri ile devam edilmistir.

Multipleks PCR teknigi birden fazla bolgenin ayni anda ¢ogaltilmasini saglamasi ile pek
¢ok alanda kullanim degeri olan bir teknik olarak 6ne ¢ikmaktadir. Kullanilan bu yontemle
mikrobiyolojide birden fazla bakteri, virus, fungal veya paraziter etken tek bir ¢alismada
ortaya konulabilmekte, klinik c¢aligmalarda birbiri ile iligkili mutasyonlar tek panel
icerisinde dizileme calismas1 yapilabilmektedir. Bu calismada kiigiik hiicreli akciger
kanserinde tedavi hedefi olan veya tedavide yonlendirici olan genlerin ilgili bolgelerini
multipleks PCR yontemi kullanarak ¢ogaltilmasi ile yeni nesil dizileme platformuna uygun

bir tan1 yontemi gelistirilmistir.

6.2 SONUC

Kiiciik hiicreli dis1 akciger kanseri (KHDAK) tedavisinde yonlendirici olabilecek nokta,
insersiyon/ delesyon ve fiizyon mutasyonlari veri bankalar1 kullanilarak taranmis ve nokta,
insersiyon veya delesyon mutasyonu iceren 8 gen, ve fiizyon mutasyonu olusturan 3 gen
icin ilgili bolgeleri cogaltacak primerler tasarlanmistir. Primer tasariminda primerin
termodinamik Ozellikleri dikkate alinarak her primerin ayni kosullar i¢inde ayni verimde
calismasi goz Oniinde bulundurulmustur. Primer tasariminda Primer3Plus programindan
faydalanmis, primer dimer ve sekonder yapi olusturma potansiyelleri OligoAnalyzer 3.1
programi kullanilarak test edilmistir. Tasarlanan ileri ve geri primerlerin 5’ ucuna
barkodlama islemi i¢in 20bp’lik DNA dizisi eklenmistir. Her primer cifti multipleks PCR
oncesinde ¢alisip ¢aligmadigi ayri olarak valide edilmistir. Nokta, insersiyon veya delesyon
mutasyonlar1 i¢in tasarlanan primerlerin validasyonunda kalip DNA olarak anonimize kan
orneklerinden izole edilen genomik DNA kullanmilmistir. Fiizyon mutasyonlart ig¢in
tasarlanan primerlerin validasyonunda kalip DNA olarak her fiizyon partnerinden bir 6rnek
olmak iizere hazirlanan poliniikleotidler kullanilmistir. Tekli validasyonun ardindan
multipleks PCR ile pleksler halinde gruplandirilan primerlerin birbirleri ile uyumlarina
bakilmistir. Farkli konsantrasyonlarda kullanilan PCR kimyasallar1 ile en iyi sonug veren
multipleks PCR kosullar1 belirlenmistir. Primer konsantrasyonu, MgCl> konsantrasyonu,
dNTP konsantrasyonu ve PCR tampon konsantrasyonunun PCR drlnlerine etkilerine
bakilmistir. Barkodlama iglemi i¢in ileri ve geri primerlerin 5 ucuna takilan 20bp’lik DNA
dizilerinin ve her amplikonun birbirine yakin uzunlukta olmasinin optimizasyon siirecinde

primer konsantrasyonu disinda diger kosullarin etkisini azalttigi goriilmiistiir. Belirlenen
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PCR kosullar ile ¢cogaltilan mutasyon bdlgelerine Multiplicom’un MID kitleri kullanilarak
barkod DNA uzantillar1 takilmistir. Elde edilen amplikon kiitliphanesi birlestirilerek
Illumina Miseq yeni nesil dizileme platformunda dizileme calismasi yapilmis ve elde
edilen veriler SeqPilot programi ile analiz edilmistir. Elde edilen okuma sayilar pleks i¢i
ve pleksler arasi varyasyon katsayilari hesaplanarak her primer ¢iftinin diger primer ¢ifti
ile uyumuna bakilmistir. Analiz sonuglarina gore pleks1 i¢in, pleks i¢i varyasyon katsayisi
0.38, pleks2 i¢in pleks ici varyasyon katsayisi 0.71 olarak tespit edilmistir. Pleksler arasi

varyasyon katsayisi ise bu sonuglara bagli olarak 0.57 olarak tespit edilmistir.
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Kanser nedenli élimlerde akciger kanseri onde gelen kanser tirlerindendir.
ileri evre akciger kanserinde kemoterapi en temel tedavi yaklagimlarindan birisi
olsa da molekiler hedefli terapi bu hastalarda, gelisen yeni molekiler
calismalar ile 6Gnem kazanmaktadir. Bu tedavi yaklasiminin uygulanabilirliginde
hastahkla iligkili n uygulanan dizileme
yontemi belirleyici olmaktadir. Sanger dizileme yontemi yaygin bir yontem
olarak kullanilmasina karsin distk duyarhliktadir. Gelismekte olan yeni nesil
dizileme platformlarn ise ¢oklu paralel dizileme ozellikleri ile bu alanda yeni
olanaklar saglamaktadi. Tumdr dokudan alinan simirh miktardaki biyopsi
orneginden ¢ok sayida mutasyon bolgesinin taranabilmesi kisiye yonelik en
etkili ilacin segiminde yardimci olmaktadir (1).

Bu calismada KHDAK hastalarinda molekiler tedavi hedefi durumunda olan
gen bdlgelerinin yeni nesil sekanslama platformlarinda okunmak {(zere
multipleks PCR yontemi ile c¢ogaltlmasini  saglayacak tami yontemi
gelistirilmistir.

Mutasyona Ugrayan Aminoasit Fiizyon Partnerleri

EGFR G719, 5720, D761, V765, S768, V769,
D770, N771, T783, T790, L858, L861

G469, D594, V600
N G2, 613, Qs

E17

Xl +775. G776, PT80, VITT, MTT4
NI 542, £545, H1047
20 css. kST, D67

T1151, L1152, C1156, 11171, F1174,
L1196, G1202, $1206, G1269

Tablo 1 Kiigiik hiicreli disi akcigier kanserinde rol alan genler ve ilgili mutasyonlan.

YONTEM

ilgili bélgelere barkod
dizisinin eklenmesi

mutasyenlarin  degerlendirilmesi

EML4,TFG,KIF5B

SLC34A2, SDC4, CD74, GOPC, EZR,
LRIG3, TPM3, FIG, KDELR2

KIF5B, CCDC6, NCOA4, TRIM33

ilgili bolgelerin
cogaltilmast igin

DNA izolasyonu
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Purifikasyon

| [> 1.PCR 2PCR
N S Ny =
Tedavi Dizi analizi Yeni nesil dizileme

caligmasi

B e

Kiitliphane

P BT L OR GR e
olusturma

5 -u@ hf’"c,c.r- @,@-

= @ e

Figiir 1 Multipleks PCR kullanilarak yeni nesil dizileme tabanli tami ydnteminde is akisi

Nokta mutasyonlar igin anonimize kan oOrneklerinden DNA izolasyonu
yapilmistir. Tasarlanan primerlerin tekli olarak validasyonlan yapilmistir. EGFR,
BRAF, KRAS gen bolgeler| tasarlanan primerler birinci pleksi, AKT1, HER2,
PIK3CA, MEK1, ALK gen bolgleri i¢in tasarlanan primerler ikinci pleksi

olusturacak sekilde gruplandinlmistir

Figiir 2 Nokta mutasyonlan igin gogaltilan bélgelerin agaroz elektroforez jel goriintiileri.

Flizyon mutasyonlan icin her gen partneri ciftinden bir varyanti secilerek
polintikletoid dizileri elusturulmustur. Tasarlanan primerlerin ilgili varyant ile
tekli validasyonu gergeklestirilmistir. Varyantlar igin tasarlanan primerlerden
ALK ile ilgili olanlar birinci pleksi, ROS1, RET ile ilgili olanlan da ikinci pleksi
olusturacak sekilde gruplandinlmistir.

Standart

AERE L -

Figiir 3 Yeni nesil dizileme ile nokta mutasyonu bélgelerinin okuma sayilan

Barkodlamasi yapilan PCR drinleri lllumina Miseq ile dizileme galismasi yapildi.
Elde edilen okuma sayilan ile pleks i¢i ve pleksler arasi varyasyon katsayilar
hesaplandi.
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Tablo 2 lllumina Miseq amplikon okuma sayilan ve varyasyon katsayilari.

OZET

Kiigtik hicreli disi akciger kanserinde kisive yonelik ilag kullanimi hastahigin

seyrini onemli dlglide iyilestirmektedir. Dogru ilacin dogru hastaya verilmesi

icin molekiler tedavi hedefi durumunda olan proteinlerin ve bunlar kadlayan

genlerdeki mutasyonlarin tespiti gerekmektedir. Yeni nesil dizileme platformlan

ile mutasyon taramasinin diger yontemlere gore avantajlan bulunmaktadir. Bu

avantajlar, yeni nesil dizileme platformlarinin ¢oklu paralel ockuma yapabilme

e bagl olarak asagidaki sekilde siralanabilir:

+ Tumodr dokusundan elde edilen yaklasik 30 ng DNA ile tim mutasyon
bolgeleri taranabilmektedir,

« Tek seferde multipleks PCR ile birden fazla mutasyon bdlgesi ayni anda

cogaltilabilmektedir,

Barkodlama ile birden fazla hastanin dizileme calismasi tek seferde

yapilabilmektedir.

= Flzyon mutasyonlannda bilinen flzyon partnerleri
cikarilmasi.

Bu ¢ahsmada nokta mutasyon bolgeleri genomik DNA'dan, fizyon mutasyon

bélgeleri de cDNA'dan multipleks PCR yontemi ile cogaltilarak molekiiler tedavi

hedeflerinin tanisiigin yeni bir ydntem gelistirilmistir.

1. Coco, S, Truini, A, Vanni, I, Bello, M., Alama, A, Rijavec, E., . . . Grossi, F. [2015). Next Generation
Sequencing in Non-small Cell Lung Cancer: New Avenuss Toward the Personalized Medicine. Current
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